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ABSTRACT.
Nucleolar)stress)results)when)ribosome)biogenesis)is)disrupted.))An)
excellent)example)is)the)human)Treacher)Collins)syndrome)in)which)the)loss)of)
the)nucleolar)chaperone,)Treacle,)leads)to)p53Wdependent)apoptosis)in)
embryonic)neural)crest)cells,)and)ultimately)to)craniofacial)birth)defects.))We)
show)that)depletion)of)the)related)nucleolar)and)Cajal)body)phosphoWprotein,)
Nopp140,)in)Drosophila*melanogaster)led)to)nucleolar)stress)and)eventual)
lethality)when)multiple)tissues)were)depleted)of)Nopp140)by)RNAi.))We)used)
TEM,)immunoWblot)analysis,)and)metabolic)protein)labeling)to)show)the)loss)of)
ribosomes.))Targeted)loss)of)Nopp140)only)in)larval)wing)discs)caused)
apoptosis,)which)eventually)led)to)defects)in)the)adult)wings.))These)defects)were)
not)rescued)by)a)p53)gene)deletion,)as)the)craniofacial)defects)were)in)the)
murine)model)of)TCS,)thus)suggesting)that)apoptosis)caused)by)nucleolar)stress)
in)Drosophila)is)induced)by)a)p53Windependent)mechanism.))Loss)of)Nopp140)in)
larval)polyploid)midgut)cells)induced)premature)autophagy)as)marked)by)the)
accumulation)of)mCherryWATG8a)into)autophagic)vesicles.))We)also)found)
elevated)phenoloxidase)A3)levels)in)whole)larval)lysates)and)within)the)
hemolymph)of)Nopp140Wdepleted)larvae,)coincident)with)the)appearance)of)
melanotic)tumors.))The)occurrence)of)apoptosis,)autophagy,)and)phenoloxidase)
A3)release)to)the)hemolymph)upon)nucleolar)stress)correlated)well)with)the)
activation)of)JNK)in)Nopp140Wdepleted)larvae.))
Nopp140)is)considered)a)ribosome)assembly)factor,)but)its)precise)
functions)remain)unknown.)To)approach)this)problem,)we)deleted)the)Nopp140)
ix)!
gene)in)Drosophila)using)FLPWFRT)recombination.))Genomic)PCR,)RTWPCR,)and)
immunofluorescence)microscopy)confirmed)the)loss)of)Nopp140,)its)mRNA,)and)
protein)products.)Nopp1406/6)larvae)arrested)in)the)second)instar)stage)and)died)
within)8)days.)While)nucleoli)appeared)intact)in)Nopp1406/6)cells,)the)C/D)
snoRNP)methylWtransferase,)fibrillarin,)redistributed)to)the)nucleoplasm)in)
variable)amountsh)RTWPCRs)showed)that)2’WOWmethylation)of)rRNA)in)Nopp1406/6)
cells)was)reduced.)Ultra)structural)analysis)showed)that)Nopp1406/6)cells)were)
deficient)in)cytoplasmic)ribosomes,)but)instead)contained)abnormal)electron)
dense)cytoplasmic)granules.)Furthermore,)metabolic)labeling)showed)a)
significant)drop)in)protein)translation.)We)believe)the)phenotypes)described)here)
define)novel)intracellular)ribosomopathies.
1)!
CHAPTER.1..LITERATURE.REVIEW*.
1.1.Introduction.
Advances)over)the)past)two)decades)have)revealed)multiple)functions)for)
the)eukaryotic)nucleolus)(Pederson)1998h)Boisvert)et)al.)2007).)Beyond)its)
primary)function)in)ribosome)biosynthesis,)the)nucleolus)initiates)assembly)of)the)
signal)recognition)particle)and)processes)several)other)small)RNAs)such)as)
tRNAs,)the)telomerase)RNA,)the)U6)snRNA,)and)the)RNase)P)RNA.)Regulatory)
proteins)that)participate)in)genome)maintenance,)telomere)replication,)and)cell)
cycle)progression)associate)dynamically)with)nucleoli.)The)nucleolus)also)acts)as)
a)principal)stress)sensor)within)mammalian)cells)by)regulating)murine)double)
minute)2)(MDM2),)the)E3)ubiquitin)ligase)that)negatively)regulates)p53,)a)critical)
tumor)suppressor)protein)in)mammalian)cells)(Olson)2004).)In)doing)so,)the)
nucleolus)regulates)mammalian)cell)cycle)progression,)senescence,)and)
apoptosis.)Obviously,)these)cell)states)have)profound)impacts)on)cell)growth)and)
organism)development.))
) “Nucleolar)stress”)is)the)term)now)used)to)describe)failures)in)ribosome)
biogenesis)or)function)that)ultimately)lead)to)disruptions)in)cell)homeostasis.)
Over)the)last)10)years)we)have)seen)a)veritable)explosion)of)papers)describing))
nucleolar)stress.)Several)recent)reviews)collectively)cover)nucleolar)stress)(Hein))
)
et)al.)2013h)Drygin)et)al.)2013h)Vlatković)et)al.)2013h)Grummt)2013h)Montanaro)et)
)
)
*This)chapter)previously)appeared)as)James)A,)Wang)Y,)Raje)H,)Rosby)R,)
DiMario)P)(2014))Nucleolar)stress)with)and)without)p53.)Nucleus.)5:402)W)426h)
PMID:)25093852.)http://dx.doi.org/10.4161/nucl.32235.)It)is)reprinted)by)
permission)of)Landes)Bioscience)–)see)the)permission)letter)for)proper)
acknowledgement)phrase)in)Appendix)A)of)this)thesis.)
2)!
al.)2013h)Parlato)and)Kreiner)2013h)Quin)et)al.)2014h)Golomb)et)al.)2014h)Tsai)
and)Pederson)2014).)While)nucleolar)stress)leading)to)p53Wdependent)cell)cycle)
arrest)has)captured)our)full)attention,)several)recent)reports)describe)nucleolar)
stress)inducing)p53Windependent)response)pathways)that)also)lead)to)cell)cycle)
arrest)or)apoptosis.)Since)>50%)of)human)cancers)lack)functional)p53,)
understanding)these)p53Windependent)pathways)could)potentially)reveal)
additional)cancer)therapies)that)utilize)induced)nucleolar)stress.)Our)aim)here)is)
to)compare)and)contrast)p53Wdependent)and)p53Windependent)nucleolar)stress)
pathways)in)metazoan)systems.)
1.2.Overview.of.Nucleolar.Biology.
Comprehensive)reviews)on)nucleolar)biology)have)been)provided)by)
Busch)and)Smetana)(1970),)Jordan)and)Cullis)(1982),)Hadjiolov)(1985),)and)
Olson)(2004,)2011).)We)know)from)the)pioneering)work)of)Perry)(1961,)1962),)
Edström)et)al.)(1961),)and)Warner)and)Soeiro)(1967))that)nucleoli)are)
responsible)for)ribosome)biogenesis)(Figure)1.1),)and)from)the)work)of)Brown)
and)Gurdon)(1964),)Ritossa)et)al.)(1965,)1966))and)Birnstiel)et)al.)(1966))that)
chromosomal)nucleolar)organizers)first)described)by)Heitz)(1933))and)McClintock)
(1934))contain)tandemly)repeated)genes)that)encode)preWribosomal)RNA.)
Indeed,)our)best)direct)visualization)of)gene)transcription)comes)from)the)
electron)microscopic)spreads)of)rRNA)genes)(Miller)and)Beatty)1969).)Detailed)
mechanistic)models)now)describe)the)tandem)rDNA)transcription)units,)
recruitment)of)RNA)polymerase)I)(Pol)I))to)rDNA)promoters)by)various)
transcription)factors,)and)cell)cycleWdependent)regulation)of)Pol)I)transcription)) )
3)!
) )
FIGURE)1.1.)Overview)of)Ribosome)Biogenesis)in)Mammalian)Cells.)
Ribosome)biogenesis)in)eukaryotic)cells)occurs)in)the)nucleolus,)a)nuclear)
compartment)that)displays)the)fibrillar)center)(FC),)the)dense)fibrillar)
component)(DFC),)and)the)granular)component)(GC))at)the)ultra)structural)
level.)Transcription)of)preWrRNA)(47S)in)mammals))by)RNA)polymerase)I)(Pol)
I))is)generally)thought)to)occur)at)the)boarders)of)the)FC)and)DFC)on)tandem)
gene)repeats)emanating)as)radial)loops)from)more)condensed)rDNA)within)the)
FCs.)The)5S)rRNA)is)transcribed)by)RNA)Pol)III)in)all)eukaryotesh)in)yeast)the)
5S)genes)reside)within)the)nucleolus)within)intergenic)sequences)that)lie)
between)the)larger)tandem)rDNA)gene)repeats,)but)in)metazoans,)the)5S)
genes)reside)as)tandem)repeats)outside)the)nucleolus.)Processing)and)
cleavage)of)the)47S)preWrRNA)occurs)in)the)DFC)as)ribosomal)proteins)
synthesized)in)the)cytoplasm)enter)the)nucleolus)and)assemble)with)the)18S)
rRNA)to)form)the)small)ribosomal)subunit)(SSU))and)with)the)5.8S,)28S,)and)
5S)rRNAs)to)form)the)large)ribosomal)subunit)(LSU).)Large)and)small)
ribosomal)subunits)continue)to)assemble)and)mature)as)they)enter)the)GC)
that)contains)GTPases)(e.g.)GNL3))that)likely)function)in)subunit)maturation)or)
nucleolar)release.)The)GC)is)drawn)here)as)a)heterogeneous)nucleolar)
compartment)consisting)of)RNAWcontaining)and)RNAWdeficient)zones.)Another)
GTPase,)Nucleostemin)(NS),)resides)in)the)RNAWdeficient)zones)of)the)GC)
(Politz)et)al.)2005).)Rather)than)participating)in)ribosome)biogenesis)directly,)
NS)functions)in)maintaining)stem)cell)homeostasis)and)in)responding)to)
nucleolar)stress)(Tsai)2011).)Export)of)the)ribosomal)subunits)is)finally)
mediated)by)nuclear)export)factors,)NMD3)and)CRM1.)!
4)!
which)indirectly)regulates)nucleolar)disassembly)during)prophase)and)reW
assembly)(nucleologenesis))beginning)in)telophase)(Voit)and)Grummt)2011h)
HernandezWVerdun)2011).))
) By)transmission)electron)microscopy,)typical)nucleoli)contain)three)
morphologically)distinct)subWcompartments)(Figure)1.1):)the)fibrillar)center)(FC),)
the)dense)fibrillar)component)(DFC),)and)the)peripheral)granular)component)
(GC).)Transcription)of)preWrRNA)occurs)on)the)boarders)between)the)FC)and)
DFC,)while)preWrRNA)processing)and)initial)ribosome)subunit)assembly)occur)
largely)within)the)DFC.)In)mammals,)Pol)I)transcription)produces)a)47S)preWrRNA)
transcript)(35S)in)yeast))which)is)cleaved)(processed))to)generate)18S,)5.8S,)and)
28S)rRNAs.)Genes)encoding)the)5S)rRNA)are)transcribed)by)Pol)IIIh)in)
metazoans)the)5S)genes)are)tandem)repeats)lying)outside)the)nucleolus.)In)
yeast,)the)5S)genes)reside)within)intergenic)regions)that)separate)individual)
nucleolar)rDNA)transcription)units)(French)et)al.)2008).))
1.3.Nucleolar.Stress.Effectors.
) Several)ribosome)assembly)factors)maintain)their)greatest)steadyWstate)
concentrations)within)nucleoli)under)normal)growth)conditions,)but)assume)
altered)functions)to)act)as)effectors)under)nucleolar)stress)conditions.)In)this)
section)we)introduce)these)factors)by)describing)their)normal)nucleolar)functions.)
In)the)next)section)we)describe)their)altered)roles)during)nucleolar)stress.)
Besides)these)nucleolar)assembly)factors,)the)ribosomal)proteins)themselves)act)
as)stress)effectors)when)they)fail)to)assemble)into)small)and)large)ribosomal)
subunits)(in)this)case)referred)to)as)ribosomal)stress).))
5)!
1.3.1)Pol)I)transcription)of)preWrRNA)
The)Pol)I)machinery)has)been)well)described)in)yeast)and)vertebrate)
systems)(Moss)and)Stefanovsky)2002h)Grummt)2003h)Goodfellow)and)Zomerdijk)
2012).)For)instance,)the)productive)Pol)I)transcription)initiation)complex)in)mouse)
includes)the)upstream)binding)factor)UBF,)the)multiWprotein)complex)TIFWIB)
(called)selectivity)factor)SLW1)in)humans),)TIFWIA,)the)Pol)I)complex)itself,)and)
several)other)factors)that)regulate)Pol)I)transcription,)in)particular)SIRT7)that)
deacetylates)the)Pol)I)subunit)PAF53)under)normal)nonWstress)conditions)to)
ensure)occupancy)of)Pol)I)with)the)rDNA)(Chen)et)al.)2013).)UBF)dimers)bind)the)
core)promoter)element)that)spans)the)transcription)start)siteh)they)also)bind)the)
upstream)control)element)(UCE))to)perform)several)roles)(Grob)et)al.)2011).)
Once)bound,)UBF)participates)in)opening)the)promoter)region)and)in)recruiting)
TIFWIB)and)Pol)I)complexes)to)the)promoter)core.)UBF)may)also)participate)in)the)
release)of)Pol)I)from)the)promoter)at)transcription)initiation)and)in)transcription)
elongation)as)UBF)also)decorates)the)length)of)the)rDNA)transcription)units)
(O’Sullivan)et)al.)2002).))
) Of)the)Pol)I)transcription)factors,)TIFWIA)is)likely)the)central)homeostatic)
factor)in)activating)Pol)I)transcription.)Under)normal)growth)conditions,)TIFWIA)is)
critical)in)establishing)productive)Pol)I)transcription)initiation)complexes,)due)in)
part)to)its)growth)factorWdependent)phosphorylation)by)ERK,)or)by)its)nutrientW
dependent)mTOR)signaling)and)activation)(Zhao)et)al.)2003h)Mayer)et)al.)2004).)
However,)upon)oxidative)stress)(H2O2))or)ribotoxic)stress)with)anisomycin,)
activated)cWJun)amino)terminal)kinase)2)(JNK2))phosphorylates)Thr200)in)
6)!
mammalian)TIFWIA,)and)this)not)only)abrogates)TIFWIA’s)interactions)with)both)Pol)
I)and)TIFWIB,)but)also)redistributes)TIFWIA)to)the)nucleoplasm.)Thus,)preWinitiation)
complex)assembly)fails)under)these)particular)conditions)leading)to)nucleolar)
stress)(Mayer)et)al.)2005h)Mayer)and)Grummt)2005).)
1.3.2)PreWrRNA)processing)
PreWrRNA)processing)and)ribosome)assembly)occur)within)complex)yet)
highly)coordinated)reactions)and)interactions)within)the)90S)processome)of)the)
nucleolar)DFC)(Staley)and)Woolford)2009).)In)general,)we)know)the)major)preW
rRNA)processing)events:)box)C/D)and)box)H/ACA)small)nucleolar)
ribonucleoprotein)particles)(snoRNPs))catalyze)nucleotideWspecific)2’WOWribose)
methylation)and)pseudouridylation,)respectively)(Bleichert)and)Baserga)2007).)
Concomitantly,)preWrRNA)undergoes)endoWnucleolytic)cleavage)reactions)to)
generate)mature)18S,)5.8S,)and)28S)rRNAs)as)nascent)ribosomal)proteins)arrive)
from)the)cytoplasm)to)assemble)with)these)rRNAs)(Figure)1.1).))
) Approximately)250)nonWribosomal)nucleolar)proteins)act)as)ribosome)
assembly)factorsh)specifically,)they)function)as)nucleases,)helicases)or)
chaperones)to)mediate)the)many)processing)and)assembly)events.)Many)of)
these)nucleolar)proteins)are)conserved)throughout)eukaryotes.)For)instance,)
fibrillarin)is)the)well)conserved)methylWtransferase)associated)with)box)C/D)
snoRNPs,)while)dyskerin)(Cbf5)in)yeast))is)the)pseudouridylase)within)box)
H/ACA)snoRNPs.)While)fibrillarin)and)dyskerin)appear)to)be)limited)to)their)sole)
tasks,)nucleophosmin)and)nucleolin)are)multiWfunctional)DFC)proteins.)
Nucleophosmin)1)(NPM1,)also)called)B23,)numatrin)in)mammals,)or)NO38)in)
7)!
amphibians))binds)nucleic)acids,)displays)RNase)activity,)and)participates)in)
cleaving)the)second)internal)transcribed)spacer)within)preWrRNA,)clearly)making)it)
a)ribosome)assembly)factor.)When)overWexpressed,)NPM1)binds)p53,)suggesting)
a)role)in)modulating)p53’s)abundance)and)function)(see)detailed)discussion)
below).))
) Nucleolin)contains)four)RNA)recognition)motifs)(RRMs))followed)by)a)
carboxyl)tail)rich)in)ArgWGlyWGly)triWpeptide)motifs.)These)RNAWbinding)motifs)
allow)nucleolin)to)bind)defined)stemWloop)structures)within)the)preWrRNA,)perhaps)
acting)as)a)chaperone)for)proper)RNA)folding)in)ribosome)assembly)(Ginisty)et)
al.)1999).)Nucleolin,)however,)also)contains)an)amino)terminal)domain)consisting)
of)alternating)acidic)and)basic)motifs.)The)acidic)motifs)are)rich)in)phosphoW
serine,)while)the)basic)domains)resemble)the)tails)of)histone)H1,)especially)with)
its)multiple)CDK1/Cyclin)B)phosphorylation)sites.)Studies)indicate)that)nucleolin)
associates)with)nucleolar)chromatin)and)participates)in)Pol)I)transcription,)
perhaps)linking)Pol)I)transcription)with)preWrRNA)processing)in)a)regulatory)
feedback)mechanism)(Roger)et)al.)2003h)Rickards)et)al.)2007h)Schneider)2012).)
Similar)to)NPM1,)nucleolin)interacts)with)several)proteins)(Cong)et)al.)2011),)
including)p53)(Daniely)et)al.)2002).)Takagi)et)al.)(2005))showed)that)when)overW
expressed,)nucleolin)binds)the)5’)UTR)of)the)p53)transcript)to)suppress)its)
translationh)conversely,)downWregulation)of)nucleolin)promotes)p53)expression.))
1.3.3)Ribosome)assembly)
During)the)course)of)ribosome)assembly,)equimolar)amounts)of)ribosomal)
proteins)are)translated)in)the)cytoplasm)and)imported)into)the)nucleus.)The)18S)
8)!
rRNA)assembles)with)33)proteins)to)form)the)small)40S)ribosomal)subunit)(SSU)
in)Figure)1.1),)while)the)5.8S,)28S,)and)Pol)IIIWtranscribed)5S)rRNAs)assemble)
with)50)proteins)to)form)the)large)60S)ribosomal)subunit)(LSU)in)Figure)1.1).)
Ribosomal)proteins)comprising)the)small)subunit)are)designated)RpS1,)RpS2,)
etc.,)while)large)subunit)proteins)are)designated)RpL1,)RpL2,)etc.)Important)for)
discussions)on)nucleolar)stress)are)RpS3,)RpS7,)RpL5,)RpL11,)RpL23,)and)
RpL26.))
) Immature)40S)and)60S)subunits)emerge)from)the)DFC)to)occupy)
specified)subWcompartments)within)the)GCs)(Politz)et)al.)2005h)see)Figure)1.1)
and)below).)Subunit)export)to)the)cytoplasm)is)mediated)by)the)adaptor)protein)
NMD3)and)the)export)factor)CRM1)(Bai)et)al.)2013).)We)continue)to)discern)how)
the)ribosomal)subunits)achieve)functional)maturation)within)the)cytoplasm)(Zemp)
and)Kutay)2007h)Panse)and)Johnson)2010h)Sengupta)et)al.)2010h)Lo)and)Lu)
2010).)CryoWEM)and)crystallographic)structures)of)eukaryotic)ribosomes)provide)
opportunities)to)fully)comprehend)not)only)ribosome)function)during)translation)
initiation,)elongation,)and)termination,)but)emerging)interWrelationships)between)
ribosome)biogenesis/function)and)cell)homeostasish)that)is,)how)cell)homeostasis)
is)lost)when)individual)ribosomal)proteins)are)mutated)or)deleted)(the)
ribosomopathies))(Armache)et)al.)2010ah)Armache)et)al)2010bh)BenWShem)et)al)
2011h)Klinge)et)al)2011h)Rabl)et)al.)2011h)Wilson)and)Doudna)2012h)Klinge)et)al)
2012).)As)discussed)below,)these)investigations)should)allow)us)to)select)
strategically)nucleolar)or)ribosomal)targets)for)novel)antiWcancer)therapeutics.)
.
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1.4.p53.Dependent.Nucleolar.Stress.
In)their)landmark)paper,)Rubbi)and)Milner)(2003))employed)UV)irradiation)
to)induce)DNA)damage)to)disrupt)nucleoli,)which)in)turn)resulted)in)p53)activation)
and)cell)cycle)arrest.)Links)between)doubleWstrand)chromosomal)breaks,)
activation)of)ataxia)telangiectasia,)mutated)(ATM),)and)the)transient)block)of)Pol)I)
initiation)complex)assembly)and)in)transcription)elongation)were)subsequently)
established)(Kruhlak)et)al.)2007h)Boulon)et)al.)2010).)Rubbi)and)Milner)(2003))
could)bypass)the)UVWinduced)stimulation)of)nucleolar)stress)by)injecting)an)
antibody)against)Upstream)Binding)Factor)(UBF),)the)Pol)I)transcription/nucleolar)
chromatin)factor.)Thus,)by)blocking)Pol)I)transcription)selectively,)they)were)able)
to)induce)nucleolar)disruption)leading)to)p53)activation,)but)now)without)DNA)
damage.)They)concluded)that)the)nucleolus)is)a)major)stress)sensor)that)when)
disrupted,)initiates)p53Wdependent)cell)cycle)arrest.)The)principal)mechanism)that)
links)nucleolar)disruption)with)p53)activation)and)mammalian)cell)cycle)arrest)
utilizes)MDM2)(murine/human)double)minute)2),)the)ubiquitin)E3)ligase)that)
negatively)regulates)p53)by)marking)it)for)ubiquitinWmediated)proteasomal)
degradation)(Brooks)and)Gu)2006h)see)Figure)1.2,)A).))
1.4.1)Nucleolar)factors)that)block)MDM2)
Upon)nucleolar)stress,)several)ribosome)assembly)factors)that)normally)
enrich)within)nucleoli)redistribute)to)the)nucleoplasm,)while)ribosomal)proteins)
entering)the)nucleus)(nucleoplasm))are)incapable)of)assembling)into)ribosomes.)
Several)of)these)assembly)factors)and)ribosomal)proteins)bind)to)and)block)
MDM2)activity)resulting)in)p53)stabilization.)Even)the)5S)ribosomal)RNA)is)now))
10)!
) )
FIGURE)1.2.)Regulation)of)p53)During)Normal)and)Nucleolar)Stress)
Conditions)in)Mammalian)Cells.)(A))During)normal,)nonWstressed)conditions,)
the)E3)ubiquitin)ligase,)MDM2,)associates)with)p53,)promoting)p53’s)
degradation)(Brooks)and)Gu)2006).)Nucleophosmin)(NPM))and)Arf)are)
located)in)the)nucleolus)(Brady)et)al.,)2004)..(B))During)nucleolar)stress,)
normal)ribosome)biogenesis)and)function)are)perturbed.)The)association)
between)MDM2)and)p53)is)disruptedh)additional)proteins)such)as)ribosomal)
proteins)(RpL5,)RpL11))with)the)5S)rRNA)(Sloan)et)al.)2013h)Donati)et)al.,)
2013))and)Arf)can)associate)with)MDM2)(Llanos)et)al.)2001).)p53)is)stabilized)
and)activates)the)cell)cycle)inhibitor)p21)and)other)p53Wresponsive)genes.)
These)events)lead)to)cell)cycle)arrest)and)apoptosis..!
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known)to)help)trigger)the)activation)of)p53)by)inactivating)MDM2)(Figure)1.2).)
Figure)1.3)shows)where)various)factors)bind)MDM2)to)inhibit)its)activityh)the)
amino)terminal)domain)of)MDM2)binds)p53,)preventing)p53)from)inducing)
transcription)of)downstream)effector)genes)(e.g.)p21).)The)carboxy)RING)finger)
domain)of)MDM2)is)the)E3)ligase)responsible)for)ubiquitination)of)p53,)marking)it)
for)proteasomal)destruction.)The)central)acidic)domain)of)MDM2)contains)a)C4)
zinc)finger,)and)it)likely)folds)such)that)the)amino)terminal)domain)of)MDM2)with)
its)bound)p53)now)lies)in)close)juxtaposition)with)the)carboxy)E3)ligase.)
Preventing)the)central)domain)of)MDM2)from)folding)would)likely)interfere)with)
MDM2Wmediated)p53)degradation.))
Arf)(alternative)reading)frame)protein,)p19Arf)in)mouse,)p14Arf)in)humans))is)
a)tumor)suppressor)protein)expressed)from)the)p16INK4a)gene)locus)that)also)
expresses)p16INK4a,)a)cyclinWdependent)kinase)(CDK))inhibitor.)The)locus)
expresses)both)proteins)by)alternative)utilization)of)exons)and)reading)frames)
(Quelle)et)al.)1996).)Arf)normally)localizes)to)nucleoli)in)nonWstressed)cells,)most)
likely)due)to)its)interaction)with)nucleophosmin)(see)below).)While)exogenous)Arf)
can)sequester)MDM2)to)nucleoli)(Figure)1.2,)B),)subsequent)studies)indicate)that)
nucleolar)stress)induces)the)release)of)Arf)to)the)nucleoplasm)where)it)binds)and)
inhibits)MDM2)(Weber)et)al.)1999h)Llanos)et)al.)2001),)thus)allowing)p53)to)
accumulate)and)block)cell)cycle)progression)(Figure)1.2).)When)released)from)
nucleoli,)Arf)binds)the)central)acidic)region)of)MDM2)to)inhibit)its)ubiquitination)of)
p53)(Argentini)et)al.)2001h)Zhang)et)al.)2003h)Kawai)et)al.)2003h)Meulmeester)et)
al.)2003h)Sherr)2006).)
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NPM1)is)an)abundant)nucleolar)protein)with)multiple,)complex)roles.)As)
mentioned)above,)it)acts)as)a)nucleolar)endoribonuclease)required)for)ITS2)
cleavage)in)preWrRNA)processing)(Savkur)and)Olson)1998),)and)it)functions)as)a)
key)regulator)in)nucleolar)control)of)cell)homeostasis.)For)example,)NPM1)
shuttles)between)the)nucleolus)and)the)nucleoplasm,)and)in)so)doing)it)may)
regulate)transcription)by)interacting)with)factors)such)as)Myc,)NFĸB,)YY1,)p53,)
and)others.)NPM1)is)a)histone)chaperone)that)helps)maintain)genome)stability)by)
FIGURE)1.3.)MDM2)and)p53)Regulation.)MDM2)has)three)main)functional)
domains:)a)NWterminal)p53Wbinding)domain,)a)central)acidic)region,)and)a)
carboxy)RING)finger)which)has)E3)ubiquitin)ligase)activity)(Kawai)et)al.)2003).)
(A))MDM2)folds)such)that)the)carboxy)RING)finger)domain)interacts)with)p53)
bound)at)MDM2’s)NWterminus.)p53)is)then)ubiquitinated)and)targeted)for)
degradation)(Brooks)and)Gu)2006h)Argentini)et)al.)2001).)(B))Protein)folding)is)
prevented)when)certain)proteins)such)as)ARF,)Nucleostemin)(NS),)or)other)
ribosomal)proteins)bind)to)the)phosphorylated)central)domain)of)MDM2.)This)
results)in)stabilization)and)accumulation)of)p53)levels)(Zhang)and)Lu)2009h)
Chen)et)al.)2007).)!
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participating)in)DNA)doubleWstrand)break)repair,)blocks)apoptosis)when)overW
expressed,)and)participates)in)centrosome)duplication)at)prophase)and)mitotic)
spindle)pole)formation)at)metaphase)(Colombo)et)al.)2011h)Yip)et)al.)2011).)
NPM1)is)also)a)critical)regulator)in)the)nucleolar)stress)response.)Specifically,)
NPM1)interacts)with)the)amino)terminus)of)Arfh)one)interpretation)suggests)that)
upWregulation)of)Arf)sequesters)NPM1)to)the)nucleolus)thus)blocking)NPM1’s)
shuttling)to)the)nucleoplasm)(Brady)et)al.)2004),)the)result)being)an)inhibition)of)
NPM1’s)function)and)cell)cycle)arrest.)MDM2)also)binds)the)amino)terminus)of)
Arf)antagonizing)the)interaction)between)Arf)and)NPM1,)and)thereby)reversing)
the)inhibitory)effects)of)Arf)on)NPM1.)Itahana)et)al.)(2003))further)suggested)that)
exogenously)expressed)Arf)negatively)regulates)NPM1)by)promoting)the)polyW
ubiquitination)of)NPM1,)leading)to)its)destruction)and)a)block)in)ribosome)
biogenesis.))
) A)more)recent)interpretation,)however,)suggests)that)under)normal)growth)
conditions,)the)abundance)of)NPM1)exceeds)that)of)Arf,)and)as)a)consequence,)
most)Arf)protein)is)bound)to)NPM1)within)the)nucleolus)(Korgaonkar)et)al.)2005h)
Colombo)et)al.)2005).)Sequestering)Arf)to)the)nucleolus)would)prevent)its)
association)with)MDM2)in)the)nucleoplasm)(Korgaonkar)et)al.)2005).)The)
interaction)with)NPM1)in)the)nucleolus)would)also)stabilize)Arf,)which)rapidly)
degrades)in)the)absence)of)NPM1.))
Nucleostemin)(NS))is)another)nucleolar)regulator)of)p53,)and)it)can)
modulate)p53)indirectly)by)binding)MDM2)(Tsai)2011).)Mammalian)NS)consists)
of)an)amino)terminal)basic)domain)followed)by)a)coiledWcoil)domain,)a)central)
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GTPWbinding)domain,)an)RNAWbinding)domain,)and)finally)a)carboxyl)acidic)
domain.)NS)belongs)to)the)YawG)subfamily)of)GTPases)with)its)central)GTPW
binding)motifs)arranged)in)permutated)fashion)(G5WG4WG1WG2WG3))rather)than)in)
the)conventional)G1WG2WG3WG4WG5)as)found)in)RasWfamily)GTPases.)NS)is)
abundant)in)stem)cells)and)cancer)cells,)but)its)abundance)drops)in)stem)cells)as)
they)enter)differentiation)pathways)where)cycle)progression)(proliferation))slows)
down)(Tsai)and)McKay)2002).)NS)localizes)to)nucleoli)with)GTP)bound,)but)it)
transits)to)the)nucleoplasm)with)GDP)bound)(Tsai)and)McKay)2005h)Meng)et)al.)
2006).)Cycling)between)the)nucleolus)and)the)nucleoplasm)likely)imparts)
separate)functions)for)NS)(Misteli)2005).)Interestingly,)mammalian)NS)occupies)
subWcompartments)within)the)GC)that)are)actually)deficient)in)RNA)(the)lighter)
gray)areas)within)the)GC)of)Figure)1.1))(Politz)et)al.)2005).)This)suggests)that)the)
RNAWcontaining)compartments)of)the)GC)function)in)ribosomal)subunit)
maturation)and)release,)while)RNAWdeficient)compartments)within)the)GC)are)
reserved)for)maintaining)cell)homeostasis.)As)discussed)below,)mammalian)NS)
plays)a)critical)role)in)nucleolar)stress)response)by)also)interacting)directly)with)
p53)(Tsai)2011).))
Determining)the)precise)function(s))of)mammalian)NS,)however,)has)been)
challenging.)Romanova)et)al.)(2009))showed)that)NS)forms)a)large)complex)that)
coWfractionates)with)the)preW60S)subunit.)The)complex)contains)processing)
factors)Pes1,)DDX21,)EBP2,)and)several)ribosomal)proteins.)Prolonged)
depletion)of)NS)inhibited)the)processing)of)the)preWrRNA)32S)intermediate)to)the)
mature)28S)rRNA,)while)overWexpression)of)NS)facilitated)32S)processing.)
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However,)because)NS)localizes)to)nonWrRNA)containing)regions)of)the)GC)(Politz)
et)al.)2005),)it)may)not)be)directly)involved)with)ribosome)biosynthesis)or)
maturation.)Outside)the)nucleolus,)NS)has)been)reported)to)protect)DNA)at)
telomeres)by)mediating)the)interaction)between)PMLWIV)and)SUMOylated)
telomeric)repeat)factor)1)(TRF1),)which)then)recruits)RAD51)to)the)telomeres)
(Hsu)et)al.)2012).)Furthermore,)NS)may)protect)the)genome)from)doubleWstrand)
breaks)associated)with)DNA)replication)in)actively)dividing)stem)cells)by)
interacting)with)(perhaps)recruiting))RAD51)to)the)sites)of)damage)(Meng)et)al.)
2013).)Recently,)Lin)et)al.)(2014))argued)that)the)NS)gene)in)mammals)has)
evolved)from)an)ancestral)gene,)GNL3,)such)that)now)the)primary)role)of)NS)is)to)
protect)the)genome)(e.g.)from)SWphase)DNA)damage))while)maintaining)only)a)
minor,)perhaps)even)indirect)role)in)ribosome)biogenesis.))
Other,)paralogous)NSWlike)family)members)have)been)implicated)directly)
in)ribosome)biogenesis.)For)example,)loss)of)Grn1)in)S.*pombe)blocks)35S)preW
rRNA)processing)while)blocking)the)release)of)RpL25a)(Du)et)al.)2006).)Similarly,)
loss)of)NSTW1)in)C.*elegans)reduces)18S)and)26S)rRNA)abundance)(Kudron)and)
Reinke)2008).)Rosby)et)al.)(2009))depleted)Drosophila)NS1)(homologous)to)
vertebrate)GNL3L))(Tsai)2011))by)RNAi)expression,)and)showed)an)inhibition)in)
LSU)release)from)nucleoli)leading)to)autophagy)in)terminally)differentiated)
polyploid)cells,)and)loss)of)diploid)progenitor)island)cells)in)the)larval)intestines.)
Wang)and)DiMario)(submitted))depleted)Drosophila)NS2)(homologous)to)human)
Ngp1))by)RNAi)expression,)and)also)showed)an)inhibition)of)LSU)release)from)
nucleoli)in)polyploid)midgut)cells.)TEM)analysis)of)NS2Wdepleted)midgut)cells)
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showed)enlarged)granular)regions)of)the)nucleoli)and)mitophagy)(mitochondria)
eclosed)by)selection)membranes)derived)from)rER).)Additionally,)loss)of)NS2)
function)induced)apoptosis)in)diploid)imaginal)wing)discs,)which)led)to)malformed)
adult)wing)structures)(Wang)and)DiMario)submitted).)
) Regulation)of)p53)by)NS)is)likewise)complex:)both)overW)and)underW
expression)of)NS)seems)to)activate)p53)leading)to)cell)cycle)arrest)(Lo)and)Lu)
2010h)Tsai)2011).)When)overWexpressed)and)therefore)abundant)in)the)
nucleoplasm,)NS)uses)its)coiledWcoil)domain)to)bind)the)acidic)domain)of)MDM2.)
This)blocks)MDM2’s)E3)ubiquitin)ligase)activity,)thus)allowing)p53)to)accumulate)
(Figure)1.3))(Dai)et)al.)2008).)Conversely,)siRNA)depletion)of)NS)causes)p53W
dependent)cell)cycle)arrest)(Dai)et)al.)2008h)Ma)and)Pederson)2007).)In)this)
case,)ribosome)production)is)disrupted)by)the)loss)of)NS,)and)unassembled)
RpL5)and)RpL11)are)thought)to)bind)MDM2)to)block)its)ubiquitination)of)p53)in)
the)same)nucleolar)stress)mechanism)already)described)(Dai)et)al.)2008).)Thus,)
MDM2)activity)is)blocked)either)by)NS)itself)when)overWexpressed,)or)by)
ribosomal)proteins)when)ribosome)production)is)disrupted)by)NS)depletion.)
) Regulation)of)NS)is)made)more)complicated)due)to)its)interactions)with)
other)nucleolar)and)nuclear)proteins.)Ma)and)Pederson)(2007))showed)that)NS)
abundance)was)inversely)related)to)the)abundance)of)Arf,)a)negative)regulator)of)
MDM2)(described)above).)They)showed)that)NS)levels)fell)by)50%)when)Arf)was)
expressed)exogenously)in)U2OS)osteosarcoma)cells,)which)normally)lack)Arf.)
The)instability)of)NS)was)attributed)to)the)rise)in)p53)levels,)perhaps)due)to)Arf)
blocking)MDM2)activity.)Conversely,)NS)levels)rose)when)endogenous)Arf)was)
17)!
depleted)in)HeLa)cells.)NS)function)may)also)be)regulated)by)mechanisms)that)
were)not)immediately)obvious)(i.e.)ubiquitination),)while)its)stability)is)regulated)
by)GTP)levels)in)mechanisms)that)remain)largely)unknown)(Lo)and)Lu)2010).)For)
example,)Lo)et)al.)(2012))showed)that)NS)undergoes)proteasomal)degradation)in)
the)absence)of)GTP,)but)in)an)ubiquitin)and)MDM2Windependent)fashion.)
Regulation)of)NS)may)involve)nucleophosmin)(NPM1).)As)described)
above,)NPM1)is)a)multiWfunctional)nucleolar)processing/assembly)factor)
implicated)in)centrosome)duplication,)cell)proliferation,)and)both)oncogenic)and)
tumorWsuppressor)activities)depending)on)p53)levels)in)particular)cell)types.)Ma)
and)Pederson)(2008))showed)that)in)human)U2OS)osteosarcoma)cells,)NS)and)
NPM1)coWlocalize)within)the)granular)component)of)interphase)nucleoli)and)to)
telophase)preWnucleolar)bodies)prior)to)nucleologenesish)they)showed)a)direct)
interaction)between)NS)and)NPM1)by)coWIP,)yeast)twoWhybrid,)and)in*vivo)
bimolecular)fluorescence)complementation.))
Avitabile)et)al.)(2011))extended)these)studies)to)neonatal)rat)
cardiomyocytes)and)cardiac)progenitor)cells,)and)therefore)to)heart)disease.)
They)showed)that)NS,)NPM1,)and)Arf)redistribute)to)the)nucleoplasm)upon)
doxorubicinWinduced)cardiotoxicity,)which)causes)nucleolar)stress.)Release)of)Arf)
to)the)nucleoplasm)correlated)with)increased)p53)activity)as)measured)by)
increased)p21)gene)expression)and)by)induced)DNA)damage,)assayed)by)
TUNEL)staining.)Silencing)of)NPM1)in)these)cells)caused)nucleolar)stress)
resulting)in)the)redistribution)of)NS)and)Arf)from)nucleoli)to)the)nucleoplasm,)but)
depletion)of)NS)did)not)redistribute)NPM1.)Interestingly,)they)showed)a)reW
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expression)of)NS)and)NPM1)in)border)zone)cardiomyocytes)after)pathological)
injury)(myocardial)infarction))indicating)that)reintroduction)of)NS)in)adult)
myocardial)cells)may)be)an)important)aspect)of)healing)after)myocardial)
infarction.)Hariharan)and)Sussman)(2014))review)the)role)of)the)nucleolus)and)
nucleolar)proteins)in)cardiovascular)pathophysiology,)especially)the)nucleolus)as)
a)stress)sensor)in)cardiac)disease.)
1.4.2)Ribosomal)proteins)
Besides)nucleolar)assembly)factors,)several)ribosomal)proteins)are)known)
to)bind)MDM2)to)block)its)ubiquitination)of)p53)(Figure)1.3))(Zhang)et)al.)2009h)
Warner)and)McIntosh,)2009).)These)include)RpS3)(Yadavilli)et)al.)2009),)RpS7)
(Chen)et)al.)2007h)Zhu)et)al.)2009),)RpL5,)(Marechal)et)al.)1994h)Dai)and)Lu)
2004h)Bursać)et)al.)2012),)RpL11,)(Zhang)et)al.)2003h)Lohrum)et)al.)2003h)Bhat)et)
al.)2004h)Fumagalli)et)al.)2009))and)RpL23)(Dai)et)al.)2004).)Upon)nucleolar)
stress)(failure)in)ribosome)biogenesis),)rather)than)being)released)from)the)
nucleolus,)these)ribosomal)proteins)likely)bind)MDM2)in)the)nucleoplasm)as)they)
first)enter)the)nucleus)from)the)cytoplasm.)Like)Arf,)these)ribosomal)proteins)bind)
to)the)acidic)central)domain)of)MDM2.)The)functional)significance)of)MDM2’s)
central)domain)for)normal)ubiquitination)of)p53)is)well)established)(Kawai)et)al.)
2003).)One)hypothesis)suggests)that)binding)of)ribosomal)proteins)and)other)
nucleolar)factors)reduces)the)flexibility)of)MDM2’s)central)domain,)preventing)the)
amino)terminal)domain)of)MDM2)with)its)bound)p53)from)folding)to)form)a)close)
juxtaposition)with)its)carboxy)domain)that)displays)E3)ubiquitin)ligase)activity)
(Figure)1.3))(Zhang)and)Lu)2009).))
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) Disruption)of)nucleoli)may)not)be)the)only)trigger)that)liberates)ribosomal)
proteins)that)then)block)MDM2.)Fumagalli)et)al.)(2009))conditionally)depleted)
RpS6)and)thus)the)40S)subunit)in)mouse)hepatocytes,)but)under)these)
conditions)nucleoli)remained)intact)and)biogenesis)of)the)60S)subunit)continued.)
Interestingly,)when)the)40S)subunit)is)depleted,)extra)amounts)of)RpL11)were)
produced)by)a)selective)recruitment)of)rpL11)mRNA)to)actively)translating)
polysomes.)The)rpL11)mRNA)contains)a)translationWrepressive)5’)polyWpyrimidine)
tract)(5’WTOP).)This)transcript)and)others)with)5’WTOP)sequences)(those)encoding)
RpS8,)RpS16,)RpL26))actually)maintain)translational)activity)upon)loss)of)the)
40S)subunit,)suggesting)a)deWrepression)of)the)5’WTOP)upon)loss)of)the)40S)
subunit.)Thus,)when)the)40S)subunit)is)depleted)by)loss)of)RpS6)(or)RpS7,)
RpS23),)translation)of)5’WTOP)transcripts)(e.g.)rpL11))produces)excess)RpL11,)
which)then)blocks)MDM2)to)ultimately)activate)p53)and)arrest)the)cell)cycle.)How)
deWrepression)of)5’WTOP)transcripts)is)mediated)by)loss)of)the)40S)remains)an)
intriguing)question.)
) While)most)ribosomal)proteins)degrade)rapidly)within)proteasomes)during)
nucleolar)stress)(Warner)1977h)Lam)et)al.)2007h)Andersen)et)al.)2005),)RpL5)and)
RpL11)tend)to)accumulate)selectively)(Bursać)et)al.)2012).)This)is)in)contrast)to)
other)ribosomal)proteins)known)to)bind)MDM2.)RpL5)and)RpL11)accumulate)by)
continued)de*novo)protein)synthesis,)and)by)mutual)protection)from)proteasomal)
degradation.)During)nucleolar)stress)(actinomycin)DWmediated)inhibition)of)Pol)I)
transcription),)these)two)proteins)coWlocalize)with)each)other,)p53,)MDM2,)and)
the)promyelocytic)leukemia)(PML))protein)within)remnant)nucleoli.)Based)upon)
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their)coWlocalizations,)Bursać)et)al.)(2012))suggest)the)nucleoli)serve)as)the)
staging)site)for)RpL5)and)RpL11)binding)and)inhibition)of)MDM2,)resulting)in)p53)
activation)(Figure)1.2,)B).)Two)subsequent)reports)further)showed)that)RpL5)and)
RpL11)interact)with)the)5S)rRNA)to)form)a)trimeric)RNP)complex)that)then)blocks)
MDM2)(HDM2))(Sloan)et)al.)2013h)Donati)et)al.)2013).)Sloan)et)al.)(2013))noted)
the)accumulation)of)the)trimeric)RpL5/RpL11/5S)rRNA)complex)within)the)
nucleoplasm)rather)than)in)nucleoli)as)observed)by)Bursać)et)al.)(2012),)but)this)
may)be)due)to)the)different)cell)types)used)in)the)respective)studies.)
1.5.Drugs.and.Environmental.Insults.that.Induce.Nucleolar.Stress.
Nucleolar)stress)(often)referred)to)as)ribosomal)stress))is)any)disruption)in)
ribosome)biogenesis.)The)term)ribosomopathy)describes)phenotypes)associated)
with)nonWfunctional)ribosomes)within)the)cytoplasm.)Nucleolar)stress)can)be)
induced)at)multiple)steps)within)the)nucleolus,)from)Pol)I)transcription)initiation)
and)elongation)to)early)and)late)preWrRNA)processing)(ribosome)assembly),)and)
eventually)to)ribosome)maturation)and)eventual)release)from)the)GC.)
Perturbations)in)ribosome)biogenesis)can)cause)disruptions)in)nucleolar)integrity,)
which)releases)nucleolar)and)ribosomal)proteins)to)the)nucleoplasm)where)they)
take)on)secondary)functions)as)stress)response)effectors)(Rubbi)and)Milner)
2003).)Here)we)briefly)look)at)the)various)methods)that)have)been)used)to)block)
ribosome)biosynthesis)to)induce)nucleolar)stress,)beginning)with)Pol)I)
transcription.)
) RNA)Pol)I)transcription)can)be)blocked)by)several)drugs)leading)to)
nucleolar)disruption)(Hein)et)al.)2013h)Burger)et)al.)2010).)Early)on)we)knew)that)
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actinomycin)D)at)low)concentrations)(<5)nM))intercalates)preferentially)within)GC)
rich)rDNA)to)block)Pol)I)transcription)elongation.)Inhibition)of)Pol)I)by)actinomycin)
D)causes)nucleolar)segregation)where)the)FC)and)DFC)form)a)crescent)shaped)
“cap”)over)a)somewhat)centralized)GC)(HernandezWVerdun)2011).)Other)
intercalating)agents)known)to)disrupt)nucleolar)transcription)include)mitomycin)C,)
mitoxantrone,)and)doxorubicinh)the)latter)two)block)topoisomerase)function.)The)
alkylating)and)DNAWcrosslinking)agents,)cisplatin)and)oxaliplatin)also)block)Pol)I)
transcription)effectively,)as)does)the)antiWmetabolic)drug,)methotrexate.)All)these)
drugs)have)been)used)as)chemotherapeutic)agents)in)various)cancer)treatments)
(Hein)et)al.)2013h)Burger)et)al.)2010).)Depending)upon)the)drug,)nucleoli)could)
also)fragment)into)smaller)“spots”)or)into)“necklaces”)as)observed)by)the)
redistribution)of)nucleolar)markers)such)as)fibrillarin)(Burger)et)al.)2010).)Newer)
drugs)currently)in)Phase)I)and)II)clinical)trials)include)ellipticine)which)blocks)Pol)I)
transcription)initiation)(Andrews)et)al.)2013),)CXW3543)which)blocks)Pol)I)
elongation)by)disrupting)nucleolin)interactions)with)rDNA)(Drygin)et)al.)2009),)and)
CXW5461)which)blocks)Selectivity)FactorW1)(SLW1))from)binding)rDNA)promoters)
to)thus)prevent)preWinitiation)complex)assembly)(Drygin)et)al.)2011).)Expectations)
in)cancer)therapy)may)be)high)regarding)these)latter)two)drugs)as)they)have)
exceptional)specificity)for)targeting)transcription)by)Pol)I)versus)Pol)II)and)Pol)III)
(Hein)et)al.)2013h)Drygin)et)al.)2013).))
While)the)drugs)described)above)block)Pol)I)transcription,)other)drugs)
target)preWrRNA)processing.)Camptothecin,)flavopiridol,)and)roscovitin)block)
early)preWrRNA)processing)as)measured)by)inhibitions)in)47S)preWrRNA)
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cleavage.)MGW132,)homoharringtonine,)and)5Wfluorouracil)block)later)processing)
events)as)measured)by)loss)of)mature)18S)and)28S)despite)the)presence)of)the)
32S)preWrRNA)intermediate)(Burger)et)al.)2010).)While)5Wfluorouracil)blocks)
thymidylate)synthetase,)it)also)incorporates)into)nascent)RNA)which)blocks)
subsequent)pseudoWuridylation)and)marks)these)RNAs)for)destruction)by)the)
exosome)(Burger)et)al.)2010).)
Besides)drugs,)environmental)insults)such)as)heat)shock,)oxidative)stress,)
hypoxia,)and)UV)irradiation)can)induce)nucleolar)reWorganization)or)disruption.)
Several)reports)show)that)heat)shock)disrupts)nucleoli)and)redistributes)nucleolar)
proteins)(Welch)and)Suhan)1985h)Liu)et)al.)1996).)Interestingly,)mRNAs)can)
transit)through)the)yeast)nucleoli)during)heat)shock)(Liu)et)al.)1996).)
Trypanosoma*cruzi)at)the)epimastigote)stage)(the)life)cycle)stage)at)which)the)tail)
is)anterior)to)the)nucleus))also)accumulates)mRNAs)within)its)nucleoli)during)
severe)heat)shock)(Názer)et)al.)2012).)Hypoxia)and)acidosis)can)also)downW
regulate)rDNA)transcription)via)the)hypoxiaWinducible)factor)(HIF))and)the)von)
HippelWLindau)tumor)suppressor)protein)(VHL))(Mekhail)et)al.)2006).)UV)
irradiation)damages)genomic)DNA,)blocking)RNA)Pol)II)transcription,)and)this)
ultimately)leads)to)nucleolar)disruption.)Hypotonic)shock)is)also)known)to)quickly)
and)reversibly)disrupt)nucleoli)(Zatsepina)et)al.)1997),)while)hypertonic)shock)
disrupts)related)Cajal)bodies)(Cioce)et)al.)2006).)As)far)as)we)know,)however,)
the)effects)of)osmotic)shock)on)nucleolar)stress)pathways)have)not)been)
described.)
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PreWrRNA)transcription)by)RNA)polymerase)I)is)the)rateWlimiting)step)in)
ribosome)biogenesis)(Voit)and)Grummt)2011)h)as)such,)it)is)tightly)regulated)by)
growth)factor)signaling)and)nutrient)availability)(e.g.)TOR)signaling).)The)
mammalian)target)of)rapamycin)(mTOR))kinase)regulates)Pol)I)transcription)by)
positively)controlling)transcription)factors)TIFW1A,)SLW1,)and)UBF)(Grummt)2003h)
Mayer)and)Grummt)2005).)mTOR)also)regulates)protein)translation)by)
phosphorylating)4EWBP)and)S6)kinase)that)then)respectively)regulate)eIF4E)for)
capWdependent)translation)initiation)and)RpS6)which)influences)elongation)factor)
2)kinase)(Xiao)and)Grove)2009).)Starvation)or)treatment)with)rapamycin)downW
regulates)mTOR)in)yeast)and)mammalian)cells,)and)this)leads)to)a)significant)
reduction)in)nucleolar)size)and)a)block)in)rDNA)transcription.)Tsang)et)al.)(2003))
showed)that)upon)inhibiting)mTOR)in)yeast,)the)histone)deacetylase,)Rpd3WSin3,)
rapidly)associated)with)rDNA)to)deacetylate)K5)and)K12)of)histone)H4)in)a)rDNAW
specific)manner.)Consequently,)Pol)I)redistributed)from)the)nucleolus)and)rRNA)
transcription)was)blocked.)Deleting)the)rpd3)gene)or)H4)hyperWacetylation)
mutants)blocked)these)adverse)effects)on)nucleolar)structure)and)function)
caused)by)inhibiting)mTOR.)
1.6.Endogenous.Mutations:.The.Ribosomopathies.
In)their)comprehensive)review,*Narla)and)Ebert)(2010))defined)the)
ribosomopathies)as)a)collection)of)human)disorders)with)defined)clinical)
phenotypes)caused)by)impaired)ribosome)biogenesis)and)function.)These)
disorders)result)from)natural)mutations)in)genes)that)encode)ribosome)assembly)
factors)within)nucleoli)or)the)ribosomal)proteins)themselves.)The)mutations)can)
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lead)to)craniofacial)malformations,)skin)lesions,)or)an)absence)of)erythroid)
progenitor)cells)in)the)bone)marrow)leading)to)anemia.)Why)only)certain)tissues)
are)affected)remains)an)intriguing)question)(Armistead)and)TriggsWRaine)2014).)
Here)we)briefly)describe)the)ribosomopathies)and)the)nucleolar)or)ribosome)
stress)associated)with)each,)but)keep)in)mind)that)these)diseases)may)not)result)
simply)from)a)defect)in)protein)synthesis.)The)possibility)that)unassembled)
mutant)ribosomal)proteins)may)exert)toxic)effects)on)nonWtranslation)events)has)
not)been)completely)ruled)out)(Tsai)and)Pederson)2014).)
1.6.1)Treacher)Collins)syndrome)(TCS))
TCS)is)most)frequently)associated)with)mutations)in)Tcof1/treacle,)an)
assembly)factor)within)the)dense)fibrillar)component)of)nucleoli.)TCS)presents)as)
a)collection)of)craniofacial)malformations)that)arise)during)early)development)
(Dixon)et)al.)2006h)Sakai)and)Trainor)2009).)Treacle)is)similar)to)Nopp140)in)
motif)composition)and)likely)function)(Dixon)et)al.)1997h)He)and)DiMario)2011)h)
both)proteins)are)considered)chaperones)for)nucleolar)snoRNPs,)however,)
treacle)(and)perhaps)Nopp140))may)also)play)a)vital)role)in)recruiting)UBF)and)
Pol)I)to)the)rDNA)promoter)(Lin)and)Yeh)2009).)HaploWinsufficiencies)in)treacle)
(Tcof+/W))cause)a)block)in)2’WOWribose)methylation)(Gonzales)et)al.)2005),)an)
overall)loss)of)cytoplasmic)ribosomes)(Jones)et)al.)2008),)and)most)telling,)a)loss)
of)specialized)embryonic)neural)crest)cells)that)ostensibly)have)a)high)demand)
for)protein)synthesis)and)thus)functional)ribosomes)(Dixon)et)al.)2006).)These)
cells)die)by)apoptosis)prior)to)their)normal)migration)into)branchial)arches)I)and)II)
that)give)rise)to)the)craniofacial)structures)that)are)adversely)affected)in)TCS.)
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Interestingly,)most)other)stem)and)progenitor)cells)in)Tcof+/W)embryos)survive)
treacle)insufficiencies,)again)indicating)diverse)ribosome)requirements)in)different)
progenitor)cell)populations)at)defined)points)in)embryonic)development.)Using)a)
Trp53)gene)deletion)in)mouse)or)pifithrinWα,)a)drug)that)specifically)blocks)p53,)
Jones)et)al.)(2008))blocked)apoptosis)in)these)Tcof+/W)neural)crest)cells,)thus)
preventing)the)cranial)abnormalities)and)confirming)p53Wdependent)nucleolar)
stress.)While)mutations)in)Tcof1)have)been)most)often)associated)with)TCS,)
haploWinsufficiencies)in)POLR1D)or)mutations)in)both)alleles)of)POLR1C)
(POLR1D)and)POLR1C)encode)subunits)for)both)RNA)Pol)I)and)III))have)also)
been)linked)to)TCS)(Dauwerse)et)al.)2011).)Therefore,)in)terms)of)nucleolar)
stress,)haploWinsufficiencies)in)treacle)or)Pol)I)and)Pol)III)result)in)the)loss)of)
ribosome)production,)and)this)leads)to)p53Wdependent)cell)cycle)arrest)and)
apoptosis)principally)in)the)neural)epithelium)and)neural)crest.)Ellis)(2014))
discusses)the)dissimilar)phenotypes)associated)with)the)TCS)versus)the)
hematopoietic)failures)observed)in)other)ribosomopathies)as)described)below.)
These)phenotypic)differences)may)result)from)errors)in)preWrRNA)transcription)
and)early)processing)(i.e.)mutations)in)Pol)I)and)treacle)for)TCS))versus)
mutations)in)individual)genes)encoding)the)ribosomal)proteins)themselves.))
1.6.2)Dyskeratosis)congenita)(DC))
DC)is)a)human)skin)and)hematopoietic)disorder)associated)with)mutations)
in)the)XWlinked)DKC1)gene,)which)encodes)dyskerin,)the)box)H/ACA)snoRNP)
enzyme)responsible)for)pseudouridylation)of)targeted)residues)within)nonWcoding)
RNAs)(e.g.)preWrRNA,)spliceosomal).)Dyskerin)also)interacts)with)the)human)
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telomerase)RNA)component)(TER))due)to)the)H/ACAWlike)domain)at)the)RNA’s)3’)
end)of)the)RNA)(Mitchell)et)al.)1999h)Rashid)et)al.)2006))and)is)required)for)
telomerase)biogenesis)(Thumati)et)al.)2013).)Mutations)in)DKC1*are)associated)
with)premature)aging,)a)propensity)for)certain)cancers)(Narla)and)Ebert)2010),)
abnormalities)in)the)skin)and)mucous)membranes,)and)bone)marrow)defects)
(Thumati)et)al.)2013).)HoyeraalWHreidarrson)syndrome)is)a)severe)form)of)DC)
with)earlier)onset,)additional)neurological)disorders,)and)higher)morbidity)
(Thumati)et)al.)2013).)At)the)molecular)level,)defects)have)been)observed)in)
rRNA)processing)and)reduced)telomere)length)(Ruggero)et)al.)2003h)Mochizuki)
et)al.)2004),)both)of)which)could)lead)to)loss)of)bone)marrow)stem)cells)(Marrone)
and)Mason)2003).))
) Besides)mutations)in)the)XWlinked)DKC1)gene,)less)severe)forms)of)DC)
are)associated)with)autosomal)mutations)in)the)TERT)gene)that)encodes)
telomerase)reverse)transcriptase)(Yamaguchi)et)al.)2005))or)in)the)TERC)gene)
that)encodes)the)RNA)component)of)telomerase)(Vulliamy)et)al.)2001h)Marrone)
et)al.)2007).)These)mutations)cause)a)haploWinsufficiency)in)functional)
telomerase)leading)to)shortened)telomeres.)Using)zebrafish,)Pereboom)et)al.)
(2011))showed)that)loss)of)Nop10,)one)of)the)other)three)proteins)within)box)
H/ACA)snoRNPs)besides)dyskerin)(the)other)being)Nhp2),)caused)a)failure)in)
18S)rRNA)processing,)loss)of)40S)ribosomal)subunits,)and)a)loss)of)
hematopoietic)stem)cells.)Similar)to)the)loss)of)treacle)in)embryonic)neural)crest)
cells,)these)hematopoietic)cells)in)zebrafish)could)survive)if)they)carried)a)lossWofW
function)p53)allele)indicating)a)p53Wdependent)nucleolar)stress.)Interestingly,)
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however,)telomere)length)in)these)cells)was)not)restored,)suggesting)that)
nucleolar)stress)rather)than)shortened)telomeres)was)the)principal)defect)in)the)
zebrafish)model)of)DKC)when)nucleolar)pseudouridylase)activity)is)impaired.)
) Thumati)et)al.)(2013))however,)expressed)TERT)and)TER)in)fibroblasts)
from)XWlinked)DC)patients)to)restore)stable)telomere)maintenance)but)still)in)the)
presence)of)the)mutant)dyskerin)protein.)These)cells)continued)to)show)slight)but)
reproducible)depletions)of)pseudouridine)in)the)rRNA,)but)compared)to)wild)type)
cells)that)also)expressed)exogenous)TERT)and)TER,)there)were)no)detectable)
differences)in)protein)synthesis,)internal)ribosome)entry)site)translation)initiation,)
in)tolerances)to)ionizing)radiation,)or)in)endoplasmic)reticulum)stress)in)these)
modified)DC)cells.)Thumati)et)al.,)(2013))proposed)therefore,)DC)etiology)is)
based)primarily)on)the)loss)of)telomere)maintenance)rather)than)on)the)loss)of)
ribosome)function.))
1.6.3)DiamondWBlackfan)anemia)(DBA))
DBA)in)humans)is)a)diverse)collection)of)clinical)disorders)resulting)from)
mutations)consistently)observed)in)genes)encoding)40S)subunit)ribosomal)
proteins)RpS7,)RpS10,)RpS17,)RpS19,)RpS24,)or)RpS26,)or)in)genes)encoding)
60S)subunit)ribosomal)proteins)RpL5,)RpL11,)RpL26,)or)RpL35A)(Ellis)2014h)
Gazda)et)al.)2012h)Vlachos)et)al.)2013).)Most)are)missense)or)nonsense)
mutations,)but)deletions)have)also)been)observed)(Farrar)et)al.)2011h)Landowski)
et)al.)2013).)All)appear)to)be)haploWinsufficiencyWtype)mutations)meaning)that)the)
wild)type)allele)cannot)provide)sufficient)product)to)prevent)the)disorder.)DBA)
phenotypes)vary)depending)on)the)particular)mutation.)While)DBA)patients)could)
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display)short)stature,)an)increased)risk)of)malignancies,)craniofacial,)thumb,)
urogenital,)and)heart)defects)(Narla)and)Ebert)2010h)Ellis)2014),)the)principle)
defect)is)congenital)bone)marrow)failure)(erythroid)precursor)failure))leading)to)
anemia,)macrocytosis,)and)reticulocytopenia)(Lipton)and)Ellis)2009).)Loss)of)
erythroid)precursor)cells)occurs)by)apoptosis)(Perdahl)et)al.)1994))due)to)p53)
accumulation)and)activation)(Dutt)et)al.)2011h)Jaako)et)al.)2011).)The)zebra)fish)
model)for)DBA)similarly)shows)developmental)defects)and)failures)in)
erythropoiesis)upon)loss)of)RpL11)or)RpS19)(Chakraborty)et)al.)2009h)Danilova)
et)al.)2010h)Taylor)et)al.)2012).)The)developmental)defects)can)be)rescued)by)
depleting)p53,)but)the)erythropoietic)defects)appear)to)be)p53Windependent)
(Torihara)et)al.)2011h)Yadav)et)al.)2014).)Interestingly,)both)the)developmental)
defects)and)the)erythroid)defects)in)RpL35AWdeficient)zebra)fish)embryos)could)
be)improved)by)stimulating)the)mTOR)pathway)with)either)leucine)or)arginine)
treatments.)This)suggests)that)the)efficiency)in)protein)translation)by)a)limited)
number)of)functional)ribosomes)may)have)been)bolstered)by)the)now)hyperW
activated)mTOR)pathway.))
) Related)to)these)findings)in)zebrafish,)Narla)and)Ebert)(2010))suggested)
that)loss)of)erythroid)progenitors)by)apoptosis)could)occur)by)one)of)two)
mechanisms.)In)the)first)pathway,)loss)of)the)ribosomal)proteins)could)induce)
nucleolar)stress)leading)to)p53Wdependent)apoptosis)as)described)above.)If)this)
mechanism)is)correct,)we)have)to)assume)that)erythroid)progenitors)have)a)
higher)demand)for)functional)ribosomes)than)most)other)stem/progenitor)cells)
within)the)body.)In)the)second)pathway,)insufficient)ribosomes)would)cause)an)
29)!
underWproduction)of)hemoglobin)in)these)erythroid)progenitor)cells,)leading)to)an)
accumulation)of)excess)heme)that)then)induces)oxidative)stress)leading)to)
apoptosis)and)loss)of)the)erythroid)progenitors)(Ellis)2014).)This)argues)for)both)
p53Wdependent)and)independent)nucleolar)stress)responses)not)only)in)the)same)
organism,)but)perhaps)within)the)same)cell.)We)describe)various)other)p53W
independent)nucleolar)stress)responses)below.))
1.6.4)5qW)syndrome)
The)5qW)syndrome)in)humans)is)another)disease)associated)with)erythroid)
failure.)A)deletion)on)the)long)arm)of)human)chromosome)5)eliminates)several)
genes,)but)a)systematic)RNAi)screen)identified)RpS14)as)the)critical)gene)
associated)with)erythroid)failure)when)haploWinsufficient)(Ebert)et)al.)2008h)Ebert)
2009).)The)loss)of)RpS14)increases)the)32S/18S)processing)ratio)in)cells)derived)
from)patients,)and)ectopic)expression)of)RpS14)can)rescue)these)cells.)Cells)
expressing)RpS14)shRNAs)recapitulated)the)syndrome)as)these)cells)were)
deficient)in)40S)subunits)(Ebert)et)al.)2008).)
1.6.5)SchwachmanWDiamond)syndrome)(SDS)) )
SDS)is)another)failure)in)hematopoiesis,)but)it)also)presents)exocrine)
pancreatic)failures)and)increased)risks)to)myelodysplasia)and)leukemia.)The)
syndrome)is)associated)with)hypomorphic)mutations)in)the)SBDS)(Schwachman6
Bodian6Diamond*Syndrome))gene)(Boocock)et)al.)2003).)The)SBDS)protein)is)
well)conserved)from)archaea)to)vertebrates,)and)is)likely)multiWfunctional)
(Johnson)and)Ellis)2011).)SBDS)coWenriches)with)the)60S)subunit)presumably)in)
the)cytoplasmh)Finch)et)al.)(2011))report)that)mouse)SBDS)acts)in)the)cytoplasm)
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to)release)eIF6)from)the)large)60S)subunit)by)stimulating)the)GTPase)activity)of)
elongation)factorWlike)1)(EFL1).)Mechanistic)similarities)between)SBDS)and)the)
bacterial)ribosome)recycling)factor)(RRF))support)the)role)of)SBDS)in)activating)
ribosomes)for)protein)translation.)Finch)et)al.)(2011))used)a)liverWspecific)deletion)
of)exon)2)in)mouse)SBDS,)which)uncoupled)GTP)hydrolysis)by)EFL1)from)the)
release)of)eIF6.)It)is)unknown)if)other)SBDS)mutations)associated)with)SDS)
affect)the)same)coupling)mechanism)(Johnson)and)Ellis)2011).)SBDS)also)forms)
a)protein)complex)with)nucleophosmin)presumably)within)nucleoli)as)determined)
by)reciprocal)coWimmunoWprecipitations)(Ganapathi)et)al.)2007).)While)mutations)
in)SBDS)do)not)seem)to)affect)nucleophosmin’s)abundance)or)nucleolar)
localization,)interaction)between)SBDS)and)nucleophosmin)suggests)that)SBDS)
could)play)a)role)in)ribosome)biosynthesis.)Indeed,)bone)marrow)cells)from)SDS)
patients)showed)dysregulation)in)genes)involved)with)preWrRNA)transcription)and)
processing,)as)well)as)dysregulation)in)many)of)the)genes)encoding)ribosomal)
proteins)(Rujkijyanont)et)al.)2009).))
1.6.6)Ribosomopathies)in)nonWmammalian)metazoans)
We)already)mentioned)above)several)contributions)from)zebrafish)to)our)
understanding)of)ribosomopathies.)The)rDNAWdeficient)06nu)mutation)in)Xenopus)
was)instrumental)in)defining)the)nucleolus)as)the)site)for)ribosome)biogenesis)
(Brown)and)Gurdon)1964).)Tadpoles)homozygous)for)the)mutation)fail)to)
synthesize)18S)and)28S)rRNAh)they)have)only)maternal)rRNA)provided)by)the)
fertilized)oocyte,)but)without)the)ability)to)synthesize)new)ribosomes,)they)die)in)
the)early)swimming)stages)some)three)days)post)fertilization.)
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) As)we)begin)to)transition)toward)p53Windependent)forms)of)nucleolar)
stress)(see)below),)we)briefly)describe)ribosomopathies)in)C.*elegans)and)
Drosophila,)both)of)which)have)functional)p53,)but)lack)MDM2.)Lee)et)al.)(2014))
recently)showed)that)dao65)in)C.*elegans)encodes)a)Nopp140)homologue.)A)null)
mutation)in)dao65)disrupts)rRNA)synthesis)leading)to)delays)in)gonadogenesis)
and)an)increased)incidence)of)apoptosis)in)the)germ)line.)An)intriguing)study)in)
C.*elegans)by)Fuhrman)et)al.)(2009))showed)that)mutation)in)the)conserved)
nucleolar)protein,)NOLW6,)actually)enhanced)resistance)to)bacterial)infection)(e.g.)
the)mutation)enhanced)innate)immunity))by)activating)p53/)
CEPW1)and)thus)its)target)gene,)SYM61.)This)study)linked)the)nucleolus)and)p53)
to)an)ancient)form)of)innate)immunity,)further)establishing)the)nucleolus)as)a)
stress)response)organelle.))
) The)list)of)ribosomopathies)is)far)from)complete)if)one)considers)the)many)
Drosophila)mutations)known)to)disrupt)ribosome)biogenesis)or)function.)Some)of)
these)mutations)have)been)known)for)decades.)For)instance,)deletions)in)rDNA)
transcription)units)referred)to)as)bobbed)(bb))mutations)have)been)well)studied)
since)the)discovery)of)bb1)by)Calvin)Bridges)in)1915)(Morgan)et)al.)1925h)Ritossa)
1976).)The)vast)majority)of)Minute)genes)encode)ribosomal)proteinsh)one)gene)
encodes)a)translation)initiation)factor)(Lambertsson)1998h)Marygold)et)al.)2007).)
Mutations)in)these)genes)lead)to)haploWinsufficient)phenotypes)of)delayed)
development,)shortened)and)thin)bristles,)and)reduced)viability)and)fertility.)Other)
Drosophila)genes)known)to)encode)nucleolar)processing/assembly)factors)have)
also)been)characterized)in)terms)of)their)mutant)phenotypeh)those)that)have)been)
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better)characterized)include)minifly*(Giordano)et)al.)1999),)modulo)(Perrin)et)al.)
1998h)Perrin)et)al.)1999h)Perrin)et)al.)2003),)viriato)(Marinho)et)al.)2011),)dribble)
(Chan)et)al.)2001),)jumeaux)(Hofman)et)al.)2010),)pitchoune)(Zaffran)et)al.)1998),)
and)Nopp140)(Cui)and)DiMario)2007h)James)et)al.)2013).)The)minifly)gene)(also)
called)Nop60B))encodes)a)pseudouridylase)homologous)to)human)DCK1.)
Mutations)in)minifly)not)only)inhibit)pseudouridylation)of)rRNA,)but)also)disrupt)
normal)preWrRNA)cleavage)patterns.)This)leads)to)reduced)body)size)(thus)the)
name))and)to)several)other)developmental)abnormalities)(Giordano)et)al.)1999h)
Kauffman)et)al.)2003h)Tortoriello)et)al.)2010).)Modulo)is)a)multiWfunctional,)
nucleolinWlike)protein)in)Drosophila*that)locates)to)nucleoli,)but)also)to)nonW
nucleolar)chromatin)where)it)can)affect)(modulate))gene)expression)by)position)
effect)variegation.)Interestingly,)modulo)locates)to)nucleoli)when)phosphorylated)
but)to)nonWnucleolar)chromatin)when)unWphosphorylated)(Perrin)et)al.)1999).)
While)its)role)in)ribosome)assembly)remains)unknown,)nucleolar)modulo)also)
participates)in)centromere)organization)by)interacting)with)the)Chromosome)
Alignment)1)protein)(CAL1),)a)centromere)assembly)factor)required)for)the)
localization)of)the)H3Wvariant,)CENPWA)(CID)in)Drosophila))(Chen)et)al.)2012).)As)
in)mammalian)systems,)nucleolar)activity)in)Drosophila)is)regulated)by)Mych)
Grewal)et)al.)(2005))demonstrated)the)necessity)of)Myc)in)upregulating)RNA)Pol)
I)transcription)during)Drosophila)development.)The)modulo,)viriato,)pitchoune,)
and)Nopp140)genes)are)also)known)target)genes)for)Myc)in)controlling)
proliferation)and)growth)(Perrin)et)al.)2003h)Marinho)et)al.)2011h)Zaffran)et)al.)
1998).)
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) Clearly,)many)nucleolar)processing/assembly)factors)are)multiWfunctional.)
Comparative)siRNA)screens)of)625)nucleolar)proteins)in)HeLa)cells)identified)
286)that)are)required)for)preWrRNA)processing.)Of)these,)27%)have)either)distinct)
or)additional)functions)in)preWrRNA)processing)as)compared)to)their)yeast)
orthologs)(Tafforeau)et)al.)2013).)Thorough)understandings)of)intracellular)and)
wholeWorganism)phenotypes)caused)by)null)or)partialWlossWof)function)mutations)
in)genes)encoding)these)factors)are)critical)before)devising)strategies)to)induce)
nucleolar)stress)in)potential)cancer)therapies)(see)below).)Toward)this)end,)
Neumüller)et)al.)(2013))performed)comparative)genomeWwide)lossWofWfunction)
analyses)of)genes)necessary)for)the)regulation)of)nucleolar)size)(Pol)I–mediated)
transcription))in)both)yeast)and)Drosophila.)Their)comparative)approach)defined)
an)evolutionarily)conserved)network)of)genes)required)for)cell)growth.)This)gene)
network)may)provide)new)insights)in)limiting)tumor)cell)growth.)
1.7.p53.Independent.Nucleolar.Stress.in.Metazoans.
We)begin)this)section)by)describing)metazoan)cell)cycle)arrest)induced)by)
nucleolar)stress)but)in)p53Windependent)manners.)Key)papers)include)Donati)et)
al.)(2011),)Iadevaia)et)al.)(2010),)and)Li)et)al.)(2009).)Each)example)includes)
some)disruption)in)ribosome)biogenesis)leading)to)nucleolar)stress,)involving)
E2FW1)downWregulation)or)p27)Kip1)expression,)all)resulting)in)cell)cycle)arrest.))
1.7.1)p53Windependent)cell)cycle)control.))
POLR1A)encodes)the)catalytic)subunit)of)RNA)Pol)I)(Grummt)2003).)
Expressing)siRNA)to)deplete)POLR1A)function)specifically)and)effectively)
reduces)nucleolar)rDNA)transcription)without)disturbing)ribosome)components)
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made)by)Pol)II)and)Pol)III)(Donati)et)al.)2011).)Silencing)POLR1A)to)inhibit)rDNA)
transcription)in)U2OS)osteosarcoma)and)HCTW116)colon)cancer)cells)lines)(both)
are)p53+/+))resulted)in)p53)stabilization,)increased)expression)of)the)cell)cycle)
inhibitor)p21,)and)a)decrease)in)phosphorylated)retinoblastoma)protein)(pRb).)As)
expected,)these)events)led)to)an)accumulation)of)cells)in)G1)phase)and)a)
significant)reduction)in)SWphase)cells)as)measured)by)BrdU)incorporation)(Donati)
et)al.)2011).)To)investigate)the)link)between)p53)and)pRb,)both)POLR1A)and)
TP53)were)silenced)in)U2OS)and)HCTW116)cells)by)siRNA)expression.)Similar)to)
the)previous)result)in)p53+/+)cells,)depletion)of)both)p53)and)POLR1A)activity)
resulted)in)a)significant)reduction)of)cells)in)S)phase.)In)a)second)experiment,)a)
dominant)negative)inactive)form)of)murine)p53)(p53DD))was)exogenously)
expressed)in)HCTW116)cellsh)POLR1AWsilencing)in)these)p53Wdeficient)cells)also)
caused)a)significant)reduction)in)DNA)synthesis)(Donati)et)al.)2011).)With)these)
two)results,)we)can)conclude)that)cell)cycle)arrest)after)POLR1AWsilencing)can)
occur)in)a)p53Windependent)manner.)
To)assess)pRb’s)control)of)cell)cycle)progression)in)the)absence)of)rRNA)
synthesis,)Donati)et)al.)(2011))measured)expression)of)E2FW1,)the)transcription)
factor)whose)activity)is)negatively)regulated)by)pRb.)After)48)hours)of)POLR1A*
silencing,)E2FW1)expression)was)reduced)in)both)p53+/+)(U2OS))and)p53Wmutant)
(HCTW116)p53DD))cells.)Both)cell)types)arrested)in)G1.)Since)E2FW1)is)primarily)
expressed)in)S)phase,)cells)expressing)p53DD)and)siRNA)to)target)POLR1A)
were)also)treated)with)siRNAs)to)silence)Retinoblastoma*1)(RB1).)Silencing)of)
RB1)and)POLR1A)in)these)p53Wmutant)cells)actually)rescued)the)cell)cycle)arrest)
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(Donati)et)al.)2011).)In)other)words,)after)POLR1AWsilencing,)sufficient)E2FW1)was)
made)available)to)activate)genes)necessary)for)entry)and)progression)through)S)
phase,)but)only)in)the)absence)of)pRb.)However,)after)silencing*RB1)and)
POLR1A)in)a)p53DD)mutant)background,)overall)E2FW1)protein)levels)still)
declined.)These)results)indicate)that)downWregulation)of)E2FW1)expression)after)
POLR1A)silencing)is)not)just)a)consequence)of)changes)in)cell)cycle)progression)
and)regulation)by)pRb)and)other)E2FW1)regulators)must)be)involved.))
MDM2)is)known)to)bind)E2FW1)in)human)cancer)cells)(PC3)and)DU145)
prostate)cancer)cells))and)to)protect)it)from)proteasomeWdependent)degradation)
by)displacing)SCFSKP2,)the)E2FW1)E3)ligase,)in)a)p53W,)p14ArfW,)and)pRbW
independent)manner)(Zhang)et)al.)2005).)Donati)et)al.)(2011))focused)on)
discerning)the)role)of)RpL11,)because)it)is)an)important)regulator)of)MDM2)
(Zhang)et)al.)2004).)Silencing)of)RPL11)caused)an)increase)in)POLR1A)
expression,)likely)as)a)consequence)of)Myc*activation)(Donati)et)al.)2011h)Dai)et)
al.)2007).)In)p53Wmutant)(HCTW116)p53DD))cells)treated)with)siRNAs)to)deplete)
both)RpL11*and*POLR1A)mRNA)levels,)E2FW1)protein)levels)did)not)change.)
These)results)contrast)with)those)presented)aboveh)recall)that)in)cells)expressing)
RpL11,)POLR1A)depletion)caused)a)significant)decrease)of)E2FW1)protein)levels.)
Therefore,)availability)of)RpL11)is)necessary)for)the)downWregulation)of)E2FW1)
(Donati)et)al.)2011).*The)model)presented)by)Donati)et)al.)(2011))suggests)that)
ribosomal)stress)releases)RpL11)that)then)binds)to)MDM2)(Figure)1.4,)A).)
Without)an)association)with)MDM2,)E2FW1)becomes)unstable)and)is)eventually)
degraded,)resulting)in)cell)cycle)arrest)at)G1)(Donati)et)al.)2011h)Zhang)et)al.)) )
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FIGURE)1.4.)p53WIndependent)Responses)to)Nucleolar)Stress.)(A))Donati)
et)al.)(2011))expressed)RNAi)to)silence)POLR1A,)a)subunit)of)Pol)I,)in)order)
to)mimic)nucleolar)stress)in)p53Wdeficient)HCTW110)human)cancer)cells.)
Donati)et)al.)(2011))propose)a)model)in)which,)during)perturbations)in)
ribosome)biogenesis,)modeled)by)silencing)of)POLR1A,)RpL11)is)released)
from)ribosomes)and)subsequently)associates)with)MDM2.)The)E2FW1W
MDM2)interaction)is)severed,)leading)to)proteasomal)degradation)of)E2FW1)
and)cell)cycle)arrest.)(B))In)p536/6)erythroid)cells,)PIM1)kinase)normally)
associates)with)RpS19.)PIM1)kinase)also)phosphorylates)the)cell)cycle)
inhibitor)p27Kip1)at)Thr157,)thus)marking)it)for)degradation,)allowing)normal)
cell)cycle)progression.)Iadevaia)et)al.)(2010))disrupted)the)RpS19/PIM1)
kinase)interaction,)either)by)expressing)RNAi)against)RpS19)or)applying)
treatments)known)to)induce)nucleolar)stress)in)human)erythroleukemic)TFW1)
(p53+/+))and)K562)(p536/6))cell)lines.)PIM1)kinase,)being)unable)to)associate)
with)the)small)subunit)of)the)ribosome,)is)degraded,)allowing)p27Kip1)
stabilization,)cell)cycle)arrest,)and)apoptosis,)even)in)K562)(p536/6))cells)
(Iadevaia)et)al.)2010).)(C))Russo)et)al.)(2013))overexpressed)RpL3)in)order)
to)mimic)a)disruption)of)ribosome)biogenesis.)Upon)RpL3)overexpression,)a)
multiWprotein)complex)containing)RpL3,)Sp1,)and)NPM)formed)at)the)p21)
gene)promoter,)activating)its)expression,)which)resulted)in)cell)cycle)arrest)
or)apoptosis.)(D))Arf)functions)as)a)negative)regulator)of)ribosome)
biogenesis.)In)Arf+/+)murine)embryonic)fibroblasts)(MEFs),)Arf)associates)
with)DDX5,)a)DEADWbox)RNA)helicase,)sequestering)it)in)the)nucleoplasm,)
allowing)normal)ribosome)production.)In)Arf6/6)MEFs,)DDX5)localizes)to)the)
rDNA)promoters)in)the)nucleolus,)resulting)in)increased)ribosome)
production.)In)p536/6,)Mdm26/6,)Arf6/6)MEFs,)exogenous)expression)of)HAWArf)
resulted)in)reduced)ribosome)production)once)again)(Saporita)et)al.)2011).)
)
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2005).)In)summary,)Donati)et)al.)(2011))demonstrated)that)the)inhibition)of)rRNA)
synthesis)downWregulates)the)expression)of)E2FW1,)which)in)cells)lacking)p53,)
hinders)cell)cycle)progression)in)a)pRbWdependent)manner.)Degradation)of)E2FW1)
results)from)its)release)from)MDM2h)instead,)RpL11)binds)MDM2)during)the)
ribosomal)stress)response.)
While)considering)the)study)by)Donati)et)al.)(2011),)it)is)important)to)note)
that)an)inhibition)in)rRNA)synthesis)is)not)always)associated)with)the)downW
regulation)of)E2FW1.)Previous)studies)investigating)the)link)between)nucleolar)
stress)and)the)cell)cycle)have)found)that)treatment)with)certain)DNAWdamaging)
drugs)(actinomycin)D,)cisplatin,)or)etoposide))causes)an)accumulation)of)E2FW1)
(Lin)et)al.)2011h)Stevens)et)al.)2003).)However,)in)current)efforts)to)develop)antiW
neoplastic)drugs)that)target)p53Wdeficient)cancer)cells,)the)ability)to)specifically)
target)Pol)I)activity,)reduce)rRNA)synthesis,)and)downWregulate)E2FW1)to)induce)
cell)cycle)arrest)without)genotoxic)effects)should)prove)most)useful,)in)essence)
preventing)new)mutations)that)may)give)these)cancer)cells)an)ability)to)evade)
cell)death)(Donati)et)al.)2011).)
Besides)E2FW1)and)Rb,)other)regulators)affect)p53Windependent)nucleolar)
stress.)For)example,)PIM1)is)a)constitutively)active)serine/threonine)kinase)
involved)in)cell)cycle)regulation)and)apoptosis)(Wang)et)al.)2001h)Bachmann)and)
Moroy)2005).)Yeast)twoWhybrid)screens)and)coWimmunoprecipitation)experiments)
showed)that)PIM1)interacts)with)RpS19)and)coWsediments)with)ribosomes)in)
sucrose)gradients)(Chiocchetti)et)al.)2005).)Iadevaia)et)al.)(2010))examined)the)
PIM1/ribosome)interaction)by)expressing)RNAi)against)RpS19)or)by)applying)
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treatments)(such)as)actinomycin)D,)camtothecin,)and)cisplatin))to)disrupt)
ribosome)synthesis)in)human)erythroleukemic)TFW1)(p53+/+))and)K562)(p536/6))cell)
lines.)They)then)measured)the)resulting)expression)of)PIM1)(Figure)1.4,)B),)and)
showed)that)nucleolar)stress)caused)a)drop)in)PIM1)protein)levels)due)to)
proteasomal)degradation.)With)the)loss)of)PIM1,)levels)of)the)cell)cycle)inhibitor)
p27Kip1)increased)with)a)corresponding)block)in)cell)division,)even)in)p536/6)cells)
(K562)cells))(Iadevaia)et)al.)2010).)PIM1)kinase)phosphorylates)ThreonineW157)in)
p27Kip1,)marking)the)protein)for)degradation)(Larrea)et)al.)2009).)Indeed,)lower)
levels)of)Thr157Wphosphorylated)p27Kip1)were)present)after)PIM1)destabilization)
in)both)p53+/+)and)p536/6)cells)as)measured)by)immunoblot.)Therefore,)a)decrease)
of)PIM1)activity)leads)to)stabilization)and)accumulation)of)p27Kip1)and)
consequently)cell)cycle)arrest)regardless)of)the)p53)status)of)the)cell.)It)is)
currently)unclear)if)PIM1Wdependent)sensing)of)nucleolar)stress)acts)
independently)or)concurrently)with)known)p53Wdependent)pathways)(Iadevaia)et)
al.)2010).)
Another)example)involves)PeBoW,)the)nucleolar)complex)in)mammalian)
cells!that)plays)an)essential)role)in)processing)preWrRNA)during)60S)ribosomal)
subunit)assembly.)The)complex)is)comprised)of)pescadillo)(Pes1),)Bop1)(block)of)
proliferation),)and)WDR12)(WD)repeat))proteins)(Lapik)et)al.)2004h)Grimm)et)al.)
2006).)In)a)study)linking)the)function)of)pescadillo)to)human)breast)cancer,)Li)et)
al.)(2009))surveyed)seven)breast)cancer)cell)lines,)all)of)which)demonstrated)upW
regulation)of)pescadillo)at)the)mRNA)and)protein)levels)compared)to)normal)
breast)epithelial)tissue.)Knockdown)of)pescadillo)expression)by)RNAi)in)both))
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p536/6)(MDAWMBW435))and)p53+/+)(ZRW75W30))breast)cancer)cells)led)to)an)
inhibition)of)cell)division)and)to)a)decrease)in)the)cells’)colony)forming)ability)on)
soft)agar)(Li)et)al.)2009).)Pescadillo)depletion)also)led)to)decreased)expression)
of)the)cell)cycle)protein)cyclin)D1,)upWregulation)of)the)CDK)inhibitor)p27Kip1,)and)
consequent)reduction)of)pRb)phosphorylation,)which)led)to)cell)cycle)arrest)in)
both)p536/6)and)p53+/+)breast)cancer)cell)lines)(Li)et)al.)2009).))
1.7.2)Drug)induced)nucleolar)stress)in)the)absence)of)p53)
More)than)50%)of)human)cancers)lack)functional)p53)(Soussi)et)al.)2000).)
For)instance,)deletion)of)p53)has)been)reported)in)10%)of)newly)diagnosed)
multiple)myeloma)(MM))tumorsh)also,)the)occurrence)of)a)p53*deletion)is)much)
greater)in)advanced)and)extraWmedullary)tumors,)which)correlates)with)a)poor)
prognosis)(AvetWLoiseau)et)al.)2007h)Jakubowiak)et)al.)2013).)Therefore,)drugs)
that)trigger)cell)death)in)p53Wnull)cells)could)have)great)potential)in)the)treatment)
of)many)cancers.)As)cyclin)dependent)kinases)(CDKs))represent)a)large)family)of)
proteins)that)regulate)the)cell)cycle)and)transcription)(Malumbres)et)al.)2009),)
small)molecule)multiWtargeted)CDK)inhibitors)(CDKIs))have)shown)antiWtumor)
activity)regardless)of)the)p53)status)of)the)tumor)cell.)The)compound)RGBW
286638,)a)new)type)of)indenopryazole)family)of)cyclin)dependent)kinase)(CDK))
inhibitors,)is)potent)against)transcriptionalWtype)CDKs)in)both)p53Wwild)type)and)
p53Wnull)MM)cells)(Cirstea)et)al.)2013).)
) To)investigate)the)doseW)and)timeWdependent)effects)of)RGBW286638)
treatment,)Cirstea)et)al.)(2013))used)both)p53Wwild)type)(MM.1S,)MM.1R,)and)
H929))and)p53Wnull)MM)cells)(U266,)OPM1,)RPMI).)Cell)viability)was)measured)
41)!
48)hours)after)a)50)nM)RGBW286638)treatmenth)p53Wwild)type)cells)(MM1.S,)
which)had)p53)stabilization)and)activation))were)slightly)more)sensitive)to)the)
treatment)than*p53Wnull)cells.)Apoptosis)was)induced)in)both)p53Wwild)type)and*
p53Wnull)cells,)as)measured)by)cleavage)of)PARP)and)activation)of)caspasesW8,)W
9,)and)W3)after)a)4Whour)treatment)with)RGBW286638.)Expression)of)shRNA)to)
knock)down)p53)function)in)MM.1S)cells)led)to)a)partial)rescue)of)apoptosis)(14%)
of)cells),)suggesting)that)p53)does)have)some)role)in)RGBW286638Winduced)cell)
death.)RGBW286638)treatment)(50)nM))of*p53Wmutant)cells)caused)a)reduction)in)
total)RNA)synthesis)after)2)hours)and)a)larger,)significant)reduction)after)24)
hours)as)measured)by)[3H]Wuridine)incorporation.)Additionally,)RGBW286638)
treatment)(50)nM))of)p53Wwild)type)cells)for)3)hours)triggered)formation)of)
numerous)nuclear)speckles)as)seen)by)immunofluorescence,)which)is)indicative)
of)nucleolar)segregation.)These)results)indicate)that)the)CDK)inhibitor,)RGBW
286638)can)induce)cell)death)in)p53Wwild)type)MM)cells)by)activation)of)p53,)as)
well)as)in)p53Wnull)MM)cells)through)p53Windependent)mechanisms.)Significant)
advances)in)targeting)cancer)cells)that)lack)functional)p53)requires)a)thorough)
understanding)of)predictably)latent,)more)ancestral)mechanisms)that)lead)to)cell)
cycle)arrest)or)apoptosis)in)the)absence)of)p53.)
1.7.3)p53Windependent)autophagy)
Autophagy)is)a)proWsurvival)process)that)involves)sequestration)of)
cytoplasm)into)membrane)bound)vesicles)that)fuse)with)lysosomes)resulting)in)
the)recycling)of)cellular)components)(Mizushima)and)Komatsu)2011).)Boglev)et)
al.)(2013))reported)a)newly)discovered)link)between)nucleolar)stress)and)the)
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induction)of)autophagy,)which)occurs)in)a)p53Windependent)manner.)Boglev)et)al.)
(2013))described)the)novel)zebrafish)mutant)titania)(ttis450),)a)recessive)lethal)
mutation)located)in)pwp2h,)the)gene)that)encodes)a)subunit)of)the)small)
ribosomal)subunit)processome.)Pwp2h)is)especially)necessary)for)18S)rRNA)
maturation)during)ribosome)biogenesis.)In)yeast,)Pwp2h)was)shown)to)be)an)
essential)scaffold)component)of)the)90S)preWribosomal)processome,)aiding)in)the)
interaction)of)proteins)between)the)U3)snoRNP)and)the)5’)end)of)preWrRNA)
(Baserga)1997h)Dosil)and)Bustelo)2004).)titanias450)larvae)exhibit)defects)in)
intestinal,)liver,)pancreas,)and)craniofacial)development.)Northern)blots)and)
polysome)profiles)using*titanias450)larvae)showed)an)accumulation)of)rRNA)
processing)intermediates)and)a)reduction)of)40S)subunits)and)80S)monosomes,)
respectively)(Boglev)et)al.)2013).)These)results)support)previous)findings)that)
Pwp2h)is)necessary)for)proper)maturation)of)the)small)ribosomal)subunit.)
Transmission)electron)microscopic)comparisons)of)intestinal)epithelial)tissues)
between)titanias450*and)wild)type)larvae*indicated)the)presence)of)
autophagosomeW)and)autolysosomeWlike)structures)present)in)titanias450*larvae.)
Immunohistochemical)studies)were)also)conducted)using)mCherryWLC3IIl,)the)
membraneWbound)mammalian)orthologue)of)Atg8a)and)a)robust)marker)for)
autophagosome)formation)(Boglev)et)al.)2013).)The)results)of)this)experiment)
confirmed)the)TEM)results,)showing)intestinal)epithelial)cells)that)had)lost)Pwp2h)
function)experienced)significantly)more)autophagy)compared)to)similar)wild)type)
tissues.)Autophagy)induction)in)titanias450)larvae)extends)their)lifespan)and)
prolongs)the)survival)of)the)intestinal)cells)(Boglev)et)al.)2013).)Expression)of)a)
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p53)mutant,)which)is)unable)to)bind)DNA,)failed)to)rescue)the)autophagy)
phenotype)in)titanias450*larvae.)Autophagy)induction)in)titanias450)larvae)is)also)
independent)of)the)level)of)activation)of)the)Tor)pathway)and)the)levels)of)RpS6,)
a)downstream)target)of)Tor)activity)(Boglev)et)al.)2013).)From)this)study,)we)can)
conclude)that)autophagy)is)a)survival)mechanism)that)can)be)induced)by)
ribosomal)stress,)even)in)p53W)and)TorW)independent)manners.)In)the)context)of)
cancer)research,)it)is)important)to)consider)that)certain)therapeutic)agents)may)
promote)autophagy,)contributing)to)cancer)cells’)evasion)of)cell)death)(Boglev)et)
al.)2013).)
1.7.4)Role)of)ribosomal)proteins)in)p53Windependent)nucleolar)stress)
cWMyc)is)a)master)regulator)of)cell)division,)as)it)controls)the)transcription)
of)all)three)RNA)polymerases)and)therefore)affects)all)steps)in)ribosome)
biogenesis.)cWMyc)facilitates)the)recruitment)of)SL1)to)Pol)I)promoters)and)
controls)expression)of)UBF,)which)is)essential)for)Pol)I)transcription)(Poortinga)et)
al.)2004).)cWMyc)also)facilitates)expression)of)ribosomal)proteins)by)increasing)
Pol)II)transcription)and)enhances)Pol)III)activity)by)interacting)with)TFIIIB)(van)
Riggelel)et)al.)2010).)When)overWexpressed,)RpL11)binds)both)cWMyc)and)its)
mRNA,)which)promotes)degradation)of)this)mRNA,)thus)revealing)an)elegant)
autoWregulatory)feedback)mechanism)as)cWMyc)also)activates)expression)of)
RpL11)(Dai)et)al.)2007).)OverWexpression)of)RpL11)was)used)to)mimic)what)can)
occur)in)cells)during)ribosomal)stressh)specifically,)excess)RpL11)is)available)to)
bind)proteins)involved)in)the)stress)response)(Bursać)et)al.)2012).)RpL11)and)cW
Myc)were)expressed)from)a)recombinant)adenovirus,)and)BrdU)incorporation)
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was)used)to)monitor)cell)cycle)progression)(Dai)et)al.)2007).)While)overW
expression)of)cWMyc)alone)significantly)increased)the)number)of)U2OS)cells)
undergoing)DNA)synthesis)as)expected,)coWexpression)of)RpL11)and)cWMyc)
reduced)the)number)of)cells)in)S)phase,)suggesting)that)excess)RpL11)hindered)
cWMyc)function.)The)same)experiment)using)p53Wnull)MEF)cells)also)generated)
RpL11Wdependent)cell)cycle)arrest.)ImmunoWprecipitation)analysis)revealed)that)
cWMyc)and)RpL11)interact)in)both)ArfWnull)U2OS)cells)and*in*p536/6mdm26/6)MEF)
cells.)On)the)other)hand,)transient)RNAi)depletion)of)RpL11)led)to)an)increase)in)
cWMyc)protein)levels)(Dai)et)al.)2007).)RpL11)may)also)inhibit)cWMyc)activity)by)
preventing)the)recruitment)of)its)coWactivator,)TRRAP,)to)cWMyc)target)genes)
transcribed)by)Pol)I)and)Pol)II)(Dai)et)al.)2007).)These)findings)suggest)an)
expanded)role)of)RpL11,)beyond)its)wellWstudied)interaction)with)MDM2)during)
ribosomal)stress)leading)to)p53)activation)and)apoptosis)(described)above).)
) RpL11)is)not)the)only)ribosomal)protein)reported)to)have)extraWribosomal)
function)during)p53Windependent)nucleolar)stress.)Russo)et)al.)(2013))described)
a)new)p53Windependent)role)for)RpL3)in)modulating)cell)cycle)progression)
through)its)positive)regulation)of)p21)expression)(Figure)1.4,)C).)p21)is)a)main)
inhibitor)of)cyclin)dependent)kinases)and)its)p53Wdependent)expression)results)in)
cell)cycle)arrest)at)the)G1/S)phase)transition.)Russo)et)al.)(2013))overWexpressed)
RpL3)in)an)attempt)to)mimic)situations)of)altered)ribosome)biogenesis.)As)
mentioned)before,)during)nucleolar)stress,)certain)ribosomal)proteins)can)
accumulate)either)by)de6novo)synthesis)or)by)protection)from)degradation)when)
ribosomes)disassemble)(Bursać)et)al.)2012h)Fumagalli)et)al.)2009h)Sun)et)al.)
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2008).)In)human)CaluW6)cells,)which)lack)a)functional)p53,)overWexpression)of)
RpL3)led)to)a)corresponding)doseWdependent)increase)in)p21)expression)as)
measured)by)RTWPCR)(Russo)et)al.)2013).)ChIP)assays)suggested)that)RpL3)
interacts)with)the)promoter)of)p21,)but)mobility)shift)assays)(EMSA))revealed)that)
RpL3)does)not)bind)to)the)promoter)directly,)so)other)factors)must)be)involved)
(Russo)et)al.)2013).)ChIP)assays)identified)nucleophosmin)(NPM),)a)regulator)of)
RpL3)alternative)splicing,)and)Sp1,)a)known)regulator)of)p21)expression,)present)
at)the)p21)gene)promoter)with)RpL3)(Figure)1.4,)C))(Russo)et)al.)2013h)Russo)et)
al.)2011h)Kutsodontis)et)al.)2002).)In)addition,)luciferase)expression)assays)
engineered)with)the)Sp1)promoter)showed)that)RpL3)and)Sp1)expression)had)a)
greater)positive)effect)on)p21)expression)than)did)expression)of)either)RpL3)or)
Sp1)alone)(Russo)et)al.)2013).)These)data)suggest)a)model)in)which)overW
expression)of)RpL3)causes)the)formation)of)a)multiWprotein)complex)containing)at)
minimum)RpL3,)NPM,)and)Sp1h)this)complex)binds)to)the)p21)promoter,)causing)
an)upWregulation)of)p21)expression)thus)leading)to)either)cell)cycle)arrest)or)
mitochondrialWdependent)apoptosis)(Figure)1.4,)C))(Russo)et)al.)2013).)
1.7.5)p53Windependent)functions)of)Arf)
p19Arf)(Arf))functions)as)a)tumorWsuppressor)in)mammals,)but)it)also)
functions)in)the)regulation)of)ribosome)biogenesish)specifically,)Arf)regulates)
nucleolar)export)of)nucleophosmin)(NPM1))as)well)as)MDM2,)suggesting)that)it)
plays)a)role)as)a)nucleolar)stress)sensor)or)monitor)of)nucleolar)function)(Brady)
et)al.)2004).)Sugimoto)et)al.)(2003))demonstrated)that)nucleolar)Arf)inhibits)preW
rRNA)processing,)retarding)the)processing)of)47/45S)and)32S)precursors.)This)
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experiment)was)conducted)using)NIHW3T3)cells,)which)lack)endogenous)Ink4a6
Arf)alleles,)so)exogenous)Arf)was)expressed)using)a)zincWinducible)metallothionin)
promoter.)Arf’s)interference)with)preWrRNA)processing)and)its)interaction)with)the)
5.8S)rRNA)require)the)NWterminus)of)Arf,)but)neither)MDM2)nor)p53)(Sugimoto)et)
al.)2003).)However,)this)finding)did)not)quite)elucidate)the)mechanism)by)which)
Arf)regulates)rRNA)processing.))
To)approach)this)mechanism,)Saporita)et)al.)(2011))performed)a)
proteomics)screen)using)wild)type)and)Arf*6/6)mouse)embryonic)fibroblasts)(MEFs))
to)determine)how)levels)of)Arf)might)affect)nucleolar)composition)and)function.)
DDX5,)a)DEADWbox)RNA)helicase)(also)known)as)p68),)was)among)the)proteins)
enriched)in)the)nucleolus)upon)Arf)depletion.)There,)it)associates)with)UBF)at)
rDNA)promoter)sites)(O’Sullivan)et)al.,)2002).)Arf)prevents)DDX5)from)localizing)
to)nucleoli)in)a)p53Windependent)fashion)(Figure)1.4,)D))(Saporita)et)al.)2011).)In)
the)Arf*6/6)MEFs,)DDX5)occupancy)at)rDNA)promoters)was)2Wfold)greater)than)that)
in)wild)type)cells.)DDX5)localization)at)rDNA)promoters)resulted)in)an)increase)in)
rRNA)synthesis)and)processing.)Increased)production)of)47S)rRNA)transcripts)
still)occurred)upon)expression)of)an)ATPWbinding)mutant)of)DDX5,)therefore)the)
helicase)activity)of)DDX5)is)not)necessary)for)enhanced)Pol)I)transcription.)
Conversely,)knockdown)of)DDX5)by)shRNA)reduced)cell)division)of)Arf*6/6)and)
p536/6)MEFs.)To)further)investigate)p53Windependent)functions)of)Arf,)the)authors)
used)a)triple)knockout)MEF)line)(p536/6,*Mdm26/6,*Arf*6/6),*thus)eliminating)the)entire)
ArfWMDM2Wp53)cascade.)Expression)of)HAWtagged)Arf)in)these)cells)resulted)in)a)
reduced)number)of)cytoplasmic)ribosomes)in)the)polysome)fraction)of)sucrose)
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gradients)(Figure)1.4,)D).)These)results)are)consistent)with)earlier)observations)
indicating)Arf)actually)inhibits)ribosome)biogenesis)in)a)p53Windependent)manner.)
Saporita)et)al.)(2011))concluded)that)Arf)acts)to)protect)against)nonWoncogene)
driven)ribosome)biogenesis)in)order)to)prevent)cell)transformation.)
1.7.6)p53Windependent)nucleolar)stress)in)Drosophila*melanogaster)
) To)this)point,)our)discussion)has)described)p53Windependent)nucleolar)
(ribosomal))stress)in)vertebrate)(mammalian))cells)where)the)p53Windependent)
pathways)remain)minor)compared)to)the)preferred)MDM2W)and)p53Wdependent)
pathways.)C.*elegans)and)Drosophila)express)p53,)but)they)lack)MDM2)and)Arf,)
so)nucleolar)stress)in)these)organisms)is)necessarily)quite)different)than)in)
mammalian)cells.)Is)p53)required)for)nucleolar)stress)in)Drosophila?)If)p53)is)not)
required)for)nucleolar)stress)in)Drosophila,)what)forms)of)nucleolar)stress)occur)
in)Drosophila,)and)how)are)they)activated?)If)similar)mechanisms)still)exist)in)
mammalian)cells)but)remain)latently)silent,)can)oncologists)one)day)induce)these)
pathways)as)therapies)to)target)cancer)cells)that)lack)p53?)
1.7.7)Functions)of)p53)in*Drosophila*melanogaster*
*In)vertebrates,)the)p53)paralogs)p63)and)p73)present)a)challenge)in)
studying)p53)function)(Stiewe)2007).)D.*melanogaster,)however,)contains)one)
p53)gene)(Dp53))within)the)haploid)genome,)and)it)is)highly)conserved)in)gene)
structure)compared)to)mammalian)p53.)The)single)Dp53)gene,)however,)
contains)two)alternative)promoters)that)can)give)rise)to)three)possible)protein)
isoforms:)Dp53,)DΔNp53)(discovered)first),)and)Dp53ΔC)(the)third)of)which)has)
not)been)experimentally)confirmed))(Marcel)et)al.)2011).)Dp53Wnull)flies)are)
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viable)and)fertile.)Apart)from)a)defect)in)primordial)germ)cells,)no)developmental)
defects)are)observed)in)these)Dp53Wnull)flies)(Brodsky)et)al.)2004h)Yamada)et)al.)
2008).)While)conserved)in)sequence,)the)activation)of)Dp53)in)flies)is)quite)
different)than)activation)of)p53)in)mammalian)cells.)There)are)no)obvious)MDM2)
homologues)in)D.*melanogaster,)suggesting)that)either)Dp53)is)not)regulated)by)
protein)turnover,)or)the)sequence)of)the)fly)homolog)of)MDM2)is)too)dissimilar)
from)its)mammalian)counterpart)to)have)been)identified)already)by)sequence)
searches)(Brodsky)et)al.)2004).)Additionally,)Dp53)does)not)contain)a)conserved)
MDM2)binding)domain)like)mammalian)p53,)supporting)the)fact)that)Dp53)is)not)
regulated)by)MDM2)association)and)protein)degradation)as)it)is)in)mammals)
(Sekelsky)et)al.)2000).))
) The)consequence)of)activating)Dp53)in)D.*melanogaster)is)also)quite)
different)than)activating)p53)in)mammalsh)Dp53)is)unable)to)induce)cell)cycle)
arrest)upon)radiation)treatment)nor)is)it)able)to)activate)decapo,)the)gene)
encoding)the)p21)homolog)(Brodsky)et)al.)2004h)Ollmann)et)al.)2000h)Akdemir)et)
al.)2007h)Brodsky)et)al.)2000).)While)cell)cycle)control)may)not)respond)to)Dp53,)
the)proWapoptotic)function)of)Dp53)seems)to)be)conserved,)as)both)Dp53)and)
DΔNp53)are)capable)of)activating)apoptosis,)but)through)distinct)mechanisms)
involving)different)proWapoptotic)regulators,)reaper,)hid)and)grim,)that)are)often)
referred)to)the)RHG)proteins.)The)RHG)proteins)are)proWapoptotic,)because)they)
inhibit)Drosophila)Inhibitor)of)Apoptosis)(DIAP).)OverWexpression)of)Dp53)
selectively)induced)robust)expression)of)reaper)while)expression)of)DΔNp53)
preferentially)induced)hid)expression)(DichtelWDanjoy)et)al.)2013).)
49)!
1.7.8)p53Windependent)nucleolar)stress)in)D.*melanogaster.)
As)described)above,)TIFWIA)is)a)critical)transcription)initiation)factor)for)
RNA)Pol)I,)and)as)in)mammals)it)is)required)for)ribosome)biogenesis)in)
Drosophila)(Grewal)et)al.)2007).)In)flies,)loss)of)TIFWIA)induces)p53Windependent)
phenotypesh)tifia6/6*p536/6*had)the)same)growth)arrest)as)tifia6/6*larvae.)This)finding)
contrasts)with)studies)using)mammalian)cells,)where)cell)cycle)arrest)and)
apoptosis)caused)by)the)loss)of)TIFWIA)could)be)rescued)upon)genetic)loss)of)
p53)(Yuan)et)al.)2005).))
Brodsky)et)al.)(2004))described)a)DNA)damageWinduced)pathway)that)
arrests)the)cell)cycle)and)initiates)apoptosis)in)Drosophila.)After)treating)larval)
imaginal)eye)and)wing)discs)with)ionizing)radiation)(IR),)Dp53)protein)levels)did)
not)change,)but)its)phosphorylation)pattern)changedh)this)phosphorylation)is)
sufficient)for)its)activation)(Brodsky)et)al.)2004).)MNK)(Chk2)in)Drosophila))is)
required)for)IRWinduced)phosphorylation/activation)of)Dp53,)and)MNK)along)with)
Dp53)are)required)for)IRWinduced)gene)expression)in)Drosophila*(Brodsky)et)al.)
2004).)Microarray)and)qPCR)methods)identified)several)genes)activated)by)IR)
treatment.)Reaper,)Sickle,)and)Hid)(the)RHG)proteins))were)up)regulated)within)
30)minutes)of)IR)treatment.)Mutant)Dp536/6,)MNK6/6)cells)failed)to)activate)
apoptosis)and)gene)expression)upon)IR)treatment,)suggesting)that)MNK)is)
required)for)phosphorylation)of)p53)following)IRWinduced)damage.)As)visualized)
by)an)antibody)specific)for)mitotic)cells)(antiWhistone)H3),)IRWinduced)cell)cycle)
arrest)at)G2)still)occurred)in)Dp53Wdeficient)cells)(Brodsky)et)al.)2004).)Also,)
decapo*(p21)homolog))was)repressed)following)IR)treatment)of)Dp53Wdeficient)
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cells,)adding)evidence)to)previous)reports)that)Dp53)is)not)necessary)for)cell)
cycle)arrest)at)G2)(Brodsky)et)al.)2004).)On)the)other)hand,)ATR)and)GPRS)
(Chk1)in)Drosophila))were)necessary)for)G2)cell)cycle)arrest)upon)IR)treatment)
(Brodsky)et)al.)2004).)
Brodsky)et)al.)(2004))also)observed)that)IR)induced)a)p53Windependent)
decrease)in)the)mRNA)levels)of)at)least)17)genes,)many)of)which)were)
developmental)regulators.)The)authors)favor)a)model)that)includes)MNK)(Chk2)W
dependent)cell)cycle)delay)upon)IR)treatment)with)developmental)gene)induction)
as)a)secondary)effect)(Brodsky)et)al.)2004).)They)conclude)that)MNK)activates)
diverse)pathways)including)Dp53Wdependent)gene)expression.)The)
phosphorylation)of)p53)by)MNK)(Chk2))is)conserved)among)metazoans.)MNK,)
however,)has)Dp53Windependent)roles)as)well.)For)meiotic)checkpoint)regulation,)
MNK)activation)requires)MEIW41)(ATR))(Brodsky)et)al.)2004).)MNK,)but)not)p53,)
is)also)necessary)for)damageWinduced)inactivation)of)centrosomes)(Takada)et)al.)
2003).)The)presence)of)MDM2)in)mammals)likely)adds)an)evolutionarily)
advanced)layer)of)control)over)p53)timing)and)function)(Brodsky)et)al.)2004).))
McNamee)and)Brodsky)(2009))also)described)a)Dp53Windependent,)but)
JNKW)and)HIDWdependent)apoptotic)pathway)that)was)activated)after)ionizing)
radiation)(IR))treatment,)which)likely)caused)a)haploWinsufficiency)of)ribosomal)
proteins.)In)flies,)ribosomal)protein)genes)are)spread)throughout)the)genome)
(Perrin)et)al.)1998),)therefore)chromosomal)breaks)prior)to)mitosis)often)cause)
segmental)aneuploidy)of)the)ribosomal)protein)genes)resulting)in)a)Minute)
phenotype)in)the)daughter)cells.)McNamee)and)Brodsky)(2009))treated)larval)
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wing)discs)with)ionizing)radiation)(IR),)and)then)counted)the)number)of)shorter,)
thinner)Minute)bristles)after)the)adult)flies)eclosed.)There)was)no)difference)in)the)
number)of)defective)(Minute))bristles)after)IR)treatment)and)in)several)lines)that)
either)harbored)Dp53W/W)or)Dp53+/+)genotypes.)Thus,)Dp53)function)was)not)
necessary)for)the)elimination)of)cells)that)were)haploWinsufficient)for)ribosomal)
protein)genes)(the)Minute)phenotype).))
Phenotypes)normally)associated)with)the)Minute)phenotype)involve)
increased)activity)of)cWJun)NWterminal)kinase)(JNK))and)Brinker)(brk,)the)
upstream)kinase)and)activator)of)JNK),)and)reduced)expression)of)the)survival)
factor)decapentaplegic)(dpp))(Moreno)et)al.)2002h)Tyler)et)al.)2007).)Indeed,)brk)
expression)was)observed)in)wild)type)cells)4)hours)after)IR)treatment,)which)was)
sufficient)to)activate)JNKWdependent)apoptosis)(McNamee)and)Brodsky)2009h)
Martin)et)al.)2004).))
McNamee)and)Brodsky)(2009))also)monitored)the)activity)of)JNK)after)IR)
treatment)of)imaginal)disc)cells.)An)important)downstream)target)of)JNK)signaling)
is)puckered)(puc),)which)encodes)the)JNK)phosphatase)that)acts)as)a)repressor)
of)JNK)function,)forming)a)negative)regulatory)loop.)Recall,)IRWtreated)cells)likely)
have)mutations)in)genes)encoding)ribosomal)proteins,)which,)as)described)
earlier,)would)be)considered)Minute)mutations.)JNK)activity)in)these)cells)can)be)
modulated)by)way)of)changing)puc)expression.)There)was)a)3W)to)4Wfold)increase)
in)apoptosis)in)puc6/+,)p53W/W)mutant)wing)discs)compared)to)puc+/+,*p536/W)cells)at)
16)to)24)hours)following)IR)treatment)as)visualized)by)antiWcleaved)caspase)
staining.)So,)with)only)one)functional)copy)of)puc*present,)JNK)activity)was)
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increased)in)p53W/W)cells,)and)apoptosis)was)able)to)proceed)more)efficiently.)
Conversely,)overWexpression)of)puc)led)to)greater)negative)regulation)on)JNK)
activity,)reduced)hid*expression,)and)apoptosis.)These)results)indicate)that)the)
JNK)pathway)plays)an)important)role)in)the)elimination)of)Minute*wing)disc)cells)
upon)IR)treatment.)JNK)activates)the)transcription)of)hid)(which)then)leads)to)
activation)of)the)caspase)pathway,)including)caspaseW3).)Therefore)p53W
independent)apoptosis)utilizes)the)same)core)apoptotic)machinery)that)is)
activated)in)most)Drosophila*cell)stress)and)developmental)signals)(McNamee)
and)Brodsky)2009).)
McNamee)and)Brodsky)(2009))further)investigated)cell)cycle)regulation)
along)with)reducing)the)level)of)negative)feedback)signaling)after)IR)treatment)of)
wing)discs.)Drosophila)grp)is)the)Chk1)kinase)homolog)(Fogarty)et)al.)1997).)
Triple)mutant)wing)discs)(grp6/6,*puc6/+,*Dp536/6))displayed)higher)levels)of)
apoptosis,)as)visualized)by)antiWcaspase)3)staining,)compared)to)either)grp6/6,*
Dp536/6)or)puc6/+,*Dp536/6)double)mutant)wing)discs)(Takada)et)al.)2003).)
Therefore,)decreasing)the)negative)feedback)signal)from)puc)to)JNK)further)
increased)the)number)of)cells)that)underwent)p53Windependent)apoptosis)
following)IR)(McNamee)and)Brodsky)2009).)In)Dp536/6)and)mnk6/6)mutant)discs,)
IRWinduced)apoptosis)was)seen)only)after)cells)recovered)from)DNAWdamage)
induced)cell)cycle)delay)(McNamee)and)Brodsky)2009).)The)apoptotic)response)
was)accelerated)in)these)double)mutant)discs)that)failed)to)arrest)at)G2/M)due)to)
mutations)in)grp*(Chk1).)Overall,)these)results)suggest)that)cell)cycle)arrest)helps)
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delay)p53Windependent)activation)of)JNK)signaling)and)apoptosis)following)IR)
(McNamee)and)Brodsky)2009).)
McNamee)and)Brodsky)(2009))concluded)that)this)p53Windependent)
pathway)acts)in)parallel)with)the)canonical)DNA)damage)response)pathway)to)
eliminate)cells)with)altered)genomes)following)IR.)Also,)JNK)activation)acts)as)
compensation)upon)loss)of)p53)to)preserve)genome)integrity,)and)that)JNK)may)
be)activated)upon)loss)of)certain)genes,)such)as)the)ribosomal)genes)in)
aneuploid)cells.)In)support)of)these)conclusions,)Titen)and)Golic)(2008))reported)
that)p53Windependent)apoptosis)is)activated)upon)telomere)loss)only)if)the)
resultant)chromosome)leads)to)aneuploidy.)
1.7.9)Direct)nucleolar)stress)responses)induced)in)Drosophila)
As)described)above,)Nopp140)is)an)assembly)nucleolar)factor)or)
chaperone)for)Box)C/D)and)Box)H/ACA)snoRNP)complexes)that)modify)preW
rRNA)during)ribosome)biogenesis.)Loss)of)Nopp140)function)upon)expression)of)
shRNA)leads)to)several)phenotypes)in)D.*melanogaster.*These)include)apoptosis)
within)larval)imaginal)wing)disc)cells,)autophagy)of)larval)polyploid)gut)cells,)an)
increase)in)activated)phosphoWJNK)levels,)a)reduction)of)RpL23a)and)RpL34)
protein)levels)as)visualized)by)immunoWblot,)reduction)of)cytoplasmic)ribosomes)
as)seen)by)TEM,)and)a)reduction)of)protein)synthesis)as)measured)by)metabolic)
labeling)assays)(Chapter)2,)James)et)al.)2013).)Apoptosis)occurred)after)
expressing)Nopp1406RNAi)within)the)larval)wing)discs)as)observed)by)
immunofluorescence)with)an)antiWcleaved)caspaseW3)antibody.)The)UASWGal4)
system)used)to)express)Nopp140WRNAi)in)wing)discs)only)is)diagrammed)in)
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Figure)1.5.)When)these)larvae)eclosed)as)flies,)their)wings)showed)a)vestigialW
like)phenotype)in)which)they)were)shriveled)and)blistered.)Following)the)murine)
Treacher)Collins)study)by)Jones)et)al.)(2008))in)which)nucleolar)stress)was)
rescued)by)the)depletion)of)p53)(described)above),)we)reasoned)that)blocking)
Dp53)function)would)rescue)this)wing)phenotype.))
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FIGURE)1.5.)The)UASWGAL4)System)in)D.*melanogaster:)developed)for)
temporal)and)spatial)regulation)of)ectopicallyWexpressed)genes.))Parent)lines,)
one)containing)the)GAL4)coding)sequence)under)the)regulation)of)a)promoter)
sequence)that)is)tissueW)or)developmental)stageW)specifically)regulated)and)the)
other)contains)a)“GENE)X”)sequence)downstream)of)five)upstream)activating)
sequence)(UAS))sites.))In)F1)progeny,)both)the)Promoter6GAL4)and)UAS6
GENE*X)constructs)are)present.)UAS)sites)specifically)allow)GAL4)bindingh)
GAL4)is)a)yeast)transcription)factor)that)when)bound)to)the)UAS)sequence)as)
a)tetramer,)activates)the)expression)of)“GENE)X”)only)at)temperatures)near)
27W28)°C.)“GENE)X”)may)be)cDNA)for)the)expression)of)a)protein)or)encoding)
shRNA)to)knockdown)the)expression)of)a)gene)through)RNAi.)This)system)
allows)the)expression)of)GENE)X)to)occur)either)in)certain)tissues)or)at)certain)
developmental)stages,)depending)on)the)promoter)used)and)the)temperature)
at)which)the)flies)are)kept.))This)system)was)developed)by)Brand)and)
Perrimon)(1993).)
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However,)expressing)Nopp1406RNAi)in)the)Dp536/6)background)failed)to)
rescue)the)apoptosis)in)wing)disc)cells)and)the)resulting)shriveled)(vestigial))wing)
phenotype.)Thus,)a)Dp53Windependent)pathway)involving)JNK)must)activate)
apoptosis)upon)depletion)of)Nopp140.)Our)findings)supported)the)observations)of)
McNamee)and)Brodsky)(2009).)
1.8.Prospects.and.Conclusion.
) We)have)seen)how)ribosomal)proteins)in)mammalian)cells,)released)under)
nucleolar)stress)conditions,)bind)and)suppress)MDM2)leading)to)p53)stabilization)
and/or)activation)that)then)induces)cell)cycle)arrest)or)apoptosis.)Discovery)of)
this)phenomenon)has)rekindled)our)attempts)at)selectively)inducing)nucleolar)
stress)in)highly)metabolic)cancer)cells,)hopefully)forcing)these)cells)into)cycle)
arrest)or)apoptosis)while)normal)cells)with)reduced)requirements)for)ribosome)
synthesis)remain)relatively)unscathed.)These)are)exciting)times)for)nucleolar)
biologists)as)they)work)with)structural)biochemists)and)organic)chemists)to)
devise)new)drugs)that)specifically)block)ribosome)biogenesis)at)the)level)of)Pol)I)
transcription)or)preWrRNA)processing)in)the)hopes)of)inducing)nucleolar)stress)as)
an)effective)cancer)treatment.)Many)types)of)cancer)cells,)however,)lack)
functional)p53,)and)the)question)remains:)can)oncologists)still)use)nucleolar)
stress)as)an)effective)strategy)in)treating)these)p53Wminus)cancers?)We)cited)
several)examples)of)mammalian)cells)undergoing)p53Windependent)cycle)arrest)
upon)nucleolar)stress,)but)the)detailed)mechanisms)of)how)this)comes)about)
remain)sketchy.)Future)studies)will)likely)reveal)the)details)of)p53Windependent)
nucleolar)stress)mechanisms)that)either)remain)generally)silent)in)mammalian)
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cells)due)to)evolutionary)emergence)of)the)predominant)MDM2Wp53)pathway,)or)
are)active)in)mammalian)cells)but)have)simply)gone)unrecognized.)A)careful)
examination)of)nucleolar)stress)in)nonWmammalian)systems)such)as)yeast)that)
lacks)p53)or)C.*elegans)and)Drosophila)that)express)p53)but)lack)MDM2,)may)
reveal)conserved)aspects)of)p53Windependent)nucleolar)stress)pathways)
throughout)the)eukaryotes.)Our)full)understanding)of)these)p53Windependent)
pathways)may)likewise)reveal)targets)for)effective)cancer)treatments.)
1.9.Scope.and.Aims.of.Thesis.
) The)purpose)of)this)thesis)is)to)present)newly)ascribed)functions)of)
Nopp140,)a)nucleolar)and)Cajal)Body)protein)in)D.*melanogaster,*and)the)cellular)
response)induced)by)nucleolar)stress.)As)previously)mentioned)in)this)chapter,)
nucleolar)stress)is)defined)as)any)disturbance)in)the)ribosome)biogenesis)
pathway,)which)originates)in)the)nucleolus.)Basic)research)geared)toward)
understanding)the)most)fundamental)cellular)processes)such)as)ribosome)
biogenesis)is)criticalh)still,)we)do)not)understand)all)the)details)of)this)intricate,)yet)
necessary)process.))Every)cell,)especially)those)undergoing)rapid)cell)cycle)
progression,)has)a)huge)demand)for)protein)synthesis,)and)thus)a)functional)
ribosome)biogenesis)pathway.)Utilizing)D.*melanogaster)as)a)model)organism,)
we)are)able)to)study)the)ribosome)biogenesis)pathway,)which)is)common)to)
metazoans.)))
) Nopp140)is)a)proposed)ribosome)assembly)factor,)specifically)
participating)in)the)shuttling)of)small)nucleolar)ribonucleoprotein)(snoRNP))
complexes)from)the)Cajal)body)in)the)nucleoplasm)to)the)nucleolus.)Once)in)the)
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nucleolus,)these)snoRNPs)where)they)modify)certain)nucleotides)of)preWrRNA)
before)their)assembly)with)ribosomal)proteins)into)the)small)and)large)ribosomal)
subunits.)If)Nopp140)function)is)lost,)we)hypothesized)that)the)cell)would)not)be)
able)to)make)functional)ribosomes,)thus)inducing)nucleolar)stress.))We)have)
mainly)utilized)lossWofWfunction)techniques,)including)RNAi)expression)(Chapters)
2)and)4))and)gene)knockout)(Chapters)3)and)4),)to)assay)the)consequence)of)
Nopp140)loss.)The)goal)of)this)thesis)is)to)describe)phenotypes)attributed)to)the)
loss)of)Nopp140)(induced)nucleolar)stress).))Some)phenotypes)observed)upon)
loss)of)Nopp140)(and)described)in)Chapters)2)and)3)of)this)thesis))include)a)loss)
of)2’WOWmethylation)of)certain)rRNA)nucleotides,)a)reduction)of)cytoplasmic)
ribosomes)as)observed)by)TEM)and)an)organismWwide)reduction)in)protein)
synthesis,)cell)stress)responses)including)autophagy)in)polyploid)gut)cells)and)
apoptosis)in)diploid)imaginal)discs,)and)lethality)in)the)2nd)or)3rd)larval)instar)
stages.)Chapter)4)describes)more)recent)efforts)that)involve)knockWdown)of)
Nopp140)function)in)the)eye)discs)and)resultant)development)of)the)adult)eye,)
gene)knockout)organismWwide)to)assay)the)expression)of)stress)related)genes)
(apoptosis)and)autophagy)related),)and)overWexpression)of)Nopp140)in)the)larval)
wing)discs)and)the)consequence)of)this)on)adult)wing)development.))By)studying)
phenotypes)induced)by)lossW)and)gainWofWNopp140)function,)we)can)better)
understand)the)role)Nopp140)has)in)ribosome)biogenesis)in)D.*melanogaster.)))
) Expanding)the)scope)of)this)work,)our)results)can)be)applied)to)studies)in)
human)health.))Human)diseases)attributed)to)perturbations)in)ribosome)
biogenesis)are)collectively)referred)to)as)Ribosomopathies)(see)section)1.6)of)
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this)chapter).))Recently,)studies)aimed)at)finding)new)cancer)treatments)have)
focused)on)inducing)nucleolar)stress,)since)cancer)cells)have)such)a)high)
threshold)for)ribosomes)(see)section)1.5)of)this)chapter).)Interestingly,)our)
studies)have)revealed)that)certain)diploid)cell)populations)undergo)p53W
independent)apoptosis)upon)loss)of)Nopp140)(induced)nucleolar)stress))(Chapter)
2).))This)finding)is)significant,)as)up)to)50%)of)human)cancer)cell)types)do)not)
have)a)functional)p53.)However,)many)cancer)drugs)utilize)the)p53)pathway)to)
induce)cell)death,)so)these)drugs)would)not)be)effective)in)p53Wnull)or)p53W
inactivated)cancer)cells.)Perhaps)our)result)has)alluded)to)a)latent)p53W
independent)cell)death)program)that)involves)the)stress)kinase)JNK)in)human)
cells.)
) Chapter)5)summarizes)the)results)of)this)thesis)and)describes)future)work)
aimed)at)identifying)upstream)activators)of)JNK)during)nucleolar)stress.)
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CHAPTER.2..RNAiZMEDIATED.DEPLETION.OF.NOPP140*.
2.1.Introduction.
The)nucleolar)phosphoprotein)Nopp140)(Meier)et)al.)1996h)Isaac)et)al.)
1998))likely)functions)as)a)molecular)chaperone)for)small)nucleolar)
ribonucleoprotein)particles)(snoRNPs),)either)in)their)assembly,)transport)to)the)
nucleolus)from)Cajal)bodies,)or)in)their)association)with)preWrRNA,)as)these)
snoRNPs)mediate)siteWspecific)2’WOWmethylation)(box)C/D)snoRNPs))or)
pseudouridylation)(box)H/ACA)snoRNPs))(Yang)et)al.,)2000h)reviewed)in)He)and)
DiMario)2011).)Drosophila*melanogaster)expresses)two)isoforms)of)Nopp140)by)
alternative)slicing)(Waggener)and)DiMario)2002).)The)isoforms)are)identical)up)to)
amino)acid)residue)584,)but)then)differ)in)their)carboxy)terminih)one)(Nopp140W
True))is)the)canonical)ortholog)of)mammalian)Nopp140,)while)the)other)
(Nopp140WRGG))has)a)Gly)and)Arg)rich)domain)common)to)many)RNAW
associated)proteins.)Previously,)we)used)RNAi)to)target)the)common)5’)end)of)
both)splice)variant)transcripts.)Nopp140)mRNA)levels)depleted)organismWwide)by)
≥50%)caused)larval)and)pupal)lethality,)while)depletions)by)only)~30%)produced)
viable)adults,)but)with)defective)legs,)wings,)thoracic)bristles,)and)abdominal)
cuticles)(Cui)and)DiMario)2007).)These)adult)structures)normally)derive)from))
larval)imaginal)discs)and)histoblasts)which)presumably)maintain)high)demands)
for)ribosome)biogenesis,)and)thus)protein)synthesis.)
)
*This)chapter)previously)appeared)as)James)et)al.)(2013))Nucleolar)stress)in)
Drosophila*melanogaster:)RNAiWmediated)depletion)of)Nopp140.)Nucleus)4:2,)1–
11h)March/April.)http://dx.doi.org/10.4161/nucl.23944.)It)is)reprinted)by)
permission)of)Taylor)and)Francis)–)see)the)permission)letter)for)proper)
acknowledgement)phrase)in)Appendix)A)of)this)thesis.)
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) Related)to)Nopp140)in)structure)and)function)is)Treacle,)a)nucleolar)
protein)found)thus)far)in)vertebrates)along)with)Nopp140.)TCOF1)is)the)gene)on)
human)chromosome)5)that)encodes)Treacle.)HaploWinsufficiencies)in)TCOF1)are)
closely)associated)with)the)Treacher)CollinsWFranceschetti)syndrome)(TCS),)
which)is)marked)by)craniofacial)malformations)during)fetus)development)(Dixon)
1996h)Trainor)et)al.)2009).)TCS)arises)from)the)loss)of)neural)crest)cells)that)
normally)migrate)to)populate)branchial)arches)I)and)II)on)about)day)24)of)human)
embryogenesis)(Dixon)et)al.)2006).)Loss)of)Treacle)in)these)particular)neural)
crest)cells)results)in)abnormal)ribosome)biogenesis)(referred)to)as)nucleolar)
stress))and)thus)a)loss)in)protein)synthesis)leading)ultimately)to)cellular)stress)
and)p53Wdependent)apoptosis)(Jones)et)al.)2008).)Using)the)murine)system,)
Jones)et)al.*(2008))showed)that)depleting)p53)or)blocking)p53)function)prevented)
apoptosis)in)these)neural)crest)cellsh)they)were)thus)able)to)rescue)the)
craniofacial)abnormalities)normally)associated)with)the)TCS.))
) Malformations)in)adult)flies)resulting)from)the)partial)loss)of)Nopp140)in)
Drosophila)larval)progenitor)tissues)were)reminiscent)of)the)human)TCS.)The)
first)goal)of)this)study)was)to)determine)what)cell)stress)responses)resulted)from)
the)depletion)of)Nopp140)by)RNAi)expression)in)Drosophila)larval)cells)leading)
either)to)lethality)or)to)malformations)in)adult)structures.)Apoptosis)in)larval)
imaginal)disc)cells)and)histoblasts)could)well)explain)the)morphological)defects)
observed)in)adult)structures.)The)second)goal)was)to)determine)if)p53)is)required)
for)the)Drosophila)nucleolar)stress)response)as)it)is)in)the)mammalian)system.)
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The)third)goal)was)to)identify)principal)stress)effectors)that)respond)to)nucleolar)
stress)responses)in)Drosophila.)
2.2.Results.
2.2.1)Nucleolar)Stress)Caused)by)the)Loss)of)Nopp140)
We)previously)used)the)GAL4)system)in)Drosophila)to)express)RNAi)that)
targeted)mRNAs)encoding)both)Nopp140)isoforms)(Figure)1.5))(Cui)and)DiMario)
2007).)Essentially)two)RNAiWexpressing)transgenes,)UAS6C3*and)UAS6C4.2,)
were)used)in)the)following)studies.)Both*effectively)reduce)Nopp140)levels)when)
induced)by)GAL4.*UAS6C4.2)maps)on)the)second)chromosome,)and)UAS6C3*
maps)on)the)third)chromosomeh)both)transgenes)reside)in)the)original)UAS6C4)
line)(Cui)and)DiMario)2007).)For)the)sake)of)simplicity,)we)refer)to)UAS6C4.2,)
UAS6C3,)or)the)original)UAS6C4)as)Nopp1406RNAi)in)the)text,)but)figure)legends)
differentiate)which)transgene)was)actually)used)in)the)respective)experiments.)
) Heterozygous)Act5C6GAL4>UAS6Nopp1406RNAi)lacked)Nopp140)within)
most,)but)not)all)of)their)imaginal)diploid)cells)(Figure)2.1,)A)and)B))and)polyploid)
cells)(Figure)2.1,)C)and)D).)Polyploid)cells)lacking)Nopp140)have)condensed)
chromatin)(Figure)2.1,)C))(Cui)and)DiMario)2007).)These)larvae)died)in)the)late)
larval)and)early)pupal)stages)when)reared)at)27W28oC.)While)we)used)w1118)as)
our)wild)type)control)in)Figure)2.1)(EWH),)homozygous)parental)larvae)develop)
normally)(they)are)viable)and)fertile))with)no)detectable)loss)of)Nopp140)in)their)
tissues.))
) We)compared)tissues)from)Act5C6GAL4>UAS6Nopp1406RNAi)larvae)to)
the)same)tissues)from)wild)type)(w1118))or)parental)type)larvae)by)transmission)
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electron)microscopy,)immunoWblot)analysis,)and)metabolic)protein)labeling)to)
confirm)that)ribosome)synthesis)was)disrupted)due)to)Nopp140)depletion)(i.e.*
nucleolar)stress).)A)diploid)cell)from)an)Act5C6GAL4>UAS6Nopp1406RNAi)larval)
wing)disc)(Figure)2.2,)A))contained)some)rough)endoplasmic)reticulum,)but)the)
number)of)free)ribosomes)in)the)cytosol)was)greatly)reduced)compared)to)that)in)
the)wild)type)disc)cell)(Figure)2.2,)B).)In)addition,)the)nuclei)(Nu))in)the))
FIGURE)2.1.)Selective)loss)of)Nopp140)in)Act5C6GAL4>UAS6C4.2)Larvae.)
Expression)of)RNAi)targeting)Nopp140)transcripts)caused)depletion)of)
Nopp140)in)most)tissues)as)shown)by)DAPI)staining)and)immunoW
fluorescence)microscopy)using)an)antibody)directed)against)a)unique)
sequence)within)the)carboxy)terminal)domain)of)Nopp140WRGG)(Cui)and)
DiMario)2007).)(A)and)B))Nucleoli)in)most)small)diploid)imaginal)disc)cells)from)
Act5C6GAL4>UAS6C4.2)larvae)lacked)Nopp140WRGG.)A)few)cells)retained)
detectable)Nopp140WRGG)in)their)nucleoli)(B),)due)presumably)to)insufficient)
RNAi)expression)in)these)particular)cells.)(C)and)D))Nucleoli)in)giant)polyploid)
cells)from)Act5C6GAL4>UAS6C4.2)larvae)also)lacked)Nopp140WRGG.)
Polyploid)cells)lacking)Nopp140)contained)condensed)chromatin)(Cui)and)
DiMario)2007).)(E)and)F))Nucleoli)in)most)imaginal)disc)cells)from)wild)type)
larvae)stained)with)antiWNopp140WRGG.)(G)and)H))Nucleoli)in)polyploid)midgut)
cells)and)the)smaller)imaginal)island)cells)from)wild)type)larvae)stained)well)
with)the)antiWNopp140WRGG)antibody.)Scale)bar:)25)μm)for)all)images.)
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Act5C6GAL4>UAS6Nopp1406RNAi)diploid)cells)contained)numerous)virusWlike)
particles)(arrow)in)Figure)2.2,)A).)These)particles)likely)arise)from)copia)
retrotransposons)(Shiba)and)Saigo)1983))that)can)be)induced)by)environmental))
FIGURE)2.2.)TEM,)ImmunoWblot)Analysis,)and)Metabolic)Protein)Labeling)
Demonstrate)Loss)of)Ribosomes)and)Protein)Synthesis.!(A–D))Separate)
tissues)were)isolated)by)hand)and)prepared)for)TEM)analysis.)Imaginal)wing)
disc)cells)from)Act5C6GAL4>UAS6C4.2)larvae)(A))contained)fewer)ribosomes)
as)compared)with)similar)cells)from)wild)type)control)(w1118))larvae)(B).)
Polyploid)midgut)cells)from)Act5C6GAL4>UAS6C4.2)larvae)(C))contained)far)
fewer)ribosomes)than)did)similar)cells)from)wild)type)(w1118))larvae)(D).)Nuclei)
(Nu))in)Act5C6GAL4>UAS6C4.2)larvae)(panels)A)and)C))contained)numerous)
copia)virusWlike)particles)(arrows))indicating)stress.)Scale)bar:)1)μm)for)all)TEM)
images.)(E))Upper)gel:)CoomassieWstained)companion)gel.)Lower)panels:)
specific)antibodies)showed)a)loss)of)RpL23a)and)RpL34)in)lysates)from)
Act5C6GAL4>*UAS6C4.2)larvae)compared)with)parental)type)larvae.)Lane)1:)
homozygous)UAS6C4.2)parental)lysateh)Lane)2:)heterozygous)Act5C6
GAL4/CyO6GFP)parental)lysateh)Lane)3:)RNAi6expressing)UAS6C4.2/Act5C6
GAL4)lysateh)Lane)4:)a)separate)RNAiWexpressing)UAS6C4.2/Act5C6GAL4)
lysate.)(F))Metabolic)protein)labeling)was)significantly)reduced)in)Nopp140W
RNAi6expressing)UAS6C4.2/Act5C6GAL4)larvae)compared)with)larval)parental)
controls.)The)entire)experiment)was)repeated)three)times.)Absorbance)values)
were)determined)in)triplicate.)TwoWtailed)p)values)were)equated)using)tWTest)
analysis)(two)sample)assuming)unequal)variances).)*,**)=)p)<)0.05)comparing)
parental)controls)and)Nopp140WDepleted)larvae.!
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stress)(Strand)and)McDonald)1985),)aging)(Gartner)and)Gartner)1976),)or)
perturbations)in)poly(ADPWribose))polymerase)(Tulin)et)al.)2002).)In)preparing)
tissues)for)TEM)analysis,)we)noted)the)small)size)of)the)imaginal)discs)isolated)
from)Act5C6GAL4>6UAS6Nopp1406RNAi)larvae.)We)have)yet)to)determine)if)
reduced)disc)size)is)due)to)smaller)cells)or)failure)to)produce)sufficient)cell)
numbers.)A)polyploid)midgut)cell)from)an)Act5C6GAL4>UAS6Nopp1406RNAi)
larva)(Figure)2.2,)C))contained)relatively)few)ribosomes)as)compared)to)the)
same)cell)type)from)a)wild)type)larva)(Figure)2.2,)D).)
) Again,)the)presence)of)virusWlike)bodies)the)nucleus)(arrow)in)Figure)2.2,)
C))indicated)these)Nopp140Wdepleted)polyploid)cells)were)under)stress.)While)
Act5C6GAL4>UAS6Nopp1406RNAi)imaginal)discs)failed)to)grow,)brains)from)
these)larvae)appeared)normal)in)sizeh)the)brain)cells)showed)normal)levels)of)
cytoplasmic)ribosomes,)and)their)nuclei)were)clear)of)virusWlike)bodies)(image)not)
shown).)This)was)surprising)since)the)endogenous)Act5C)gene)is)normally)
expressed)at)high)levels)in)the)larval)central)nervous)system,)and)we)expected)
the)Act5C6GAL4)transgene)would)be)similarly)expressed)(Figure)1.5).)One)
possibility)is)that)Nopp140)expression)levels)may)be)sufficiently)high)in)the)larval)
central)nervous)system)(Chintapalli)et)al.)2007))such)that)Nopp140WRNAi)
expression)cannot)effectively)deplete)enough)Nopp140)to)disrupt)ribosome)
synthesis)(http://flybase.org/reports/FBgn0037137.html).))
) By)immunoWblot)analysis)(Figure)2.2,)E),)we)saw)a)loss)of)ribosomal)
proteins)RpL23A)and)RpL32)in)third)instar)Act5C6GAL4>UAS6Nopp1406RNAi)
larvae)(lanes)3)and)4))compared)to)the)two)respective)parental)larval)types)
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(lanes)1)and)2).)We)note,)however,)that)younger)Act5C6GAL4>UAS6Nopp1406
RNAi)larvae)that)had)yet)to)show)obvious)defects)such)as)melanotic)tumors)(see)
below))contained)near)normal)levels)of)ribosomal)proteins)(lane)not)shown).)
These)younger)larvae)likely)maintained)sufficient)quantities)of)maternal)Nopp140)
and)ribosomes)that)dwindle)as)these)larvae)advanced)further)into)the)third)instar)
stage.))
) To)verify)the)effects)of)ribosome)loss)in)third)instar)larvae,)we)compared)
metabolic)protein)labeling)in)parental)control)larvae)versus)Act5C6GAL4>UAS6
Nopp1406RNAi)larvae)depleted)for)Nopp140.)The)loss)of)Nopp140,)leading)to)the)
loss)of)ribosomes,)caused)a)reduction)in)protein)synthesis)to)≤40%)(Figure)2.2,)
F).)In)this)assay,)we)analyzed)two)separate)samples)of)Act5C6GAL4>UAS6
Nopp1406RNAi.)One)sample)(*))was)older)with)a)greater)number)of)melanotic)
masses)compared)to)the)other,)yet)we)saw)similar)protein)labeling)profiles)in)the)
two)samples.)We)conclude)from)the)various)assays)in)Figure)2.2)that)third)instar)
Act5C6GAL4>UAS6Nopp1406RNAi)larvae)had)a)pronounced)loss)of)ribosomes)
and)thus)protein)synthesis,)and)this)resulted)in)lethality)by)the)late)third)larval)
instar)to)early)pupal)stages.)
2.2.2)Selective)Depletion)of)Nopp140)in)Larval)Wing)Discs)
) To)assess)the)loss)of)Nopp140)without)inducing)lethality,)we)used)the)
larval)wing)disc)driver,)A96GAL4,*on)the*X)chromosome*to)induce)the)Nopp1406
RNAi)gene)(UAS6C4.2)on)the)second)chromosome))(A96GAL4>UAS6C4.2).)We)
set)up)the)cross)such)that)all)male)progeny)displayed)normal)wings.)Conversely,)
female)progeny)(A96GAL4>UAS6Nopp1406RNAi))expressed)RNAi)in)their)larval)
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wing)discs,)which)eventually)led)to)malformed)adult)wings.)The)wing)phenotype)
in)these)females)varied)from)a)relatively)mild)upward)curl)along)the)anterior)and)
posterior)edges)of)the)wing)to)severely)shriveled)(vestigialWlike))wings)(see)Figure)
2.3).)Large)fluidWfilled)blisters)were)common)in)the)wings)of)newly)eclosed)
females.)Their)wings)were)left)badly)malformed)as)the)blisters)receded)over)time.)
Figure)2.3)compares)the)frequency)of)the)severe)wing)phenotype)to)that)of)the)
less)severe)curled)wing)phenotype.)While)all)the)male)progeny)had)normal)
wings,)47%)of)the)A96GAL4>UAS6Nopp1406RNAi)females)showed)wings)with)
the)mild)defect,)and)the)remaining)53%)showed)the)severe)defect.)None)of)the)
females)had)normal)wings.)We)conclude)that)A96GAL4>UASWNopp1406RNAi)
provides)a)nonWlethal)phenotype)that)we)can)score)to)access)nucleolar)stress)in)
diploid)imaginal)(progenitor))wing)disc)cells.)
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FIGURE)2.3.)Expression)of)Nopp140WRNAi)in)Wing)Discs)With)or)Without)p53)
Present.!The)X)and/or)Y)chromosome,)second)chromosome,)and)third)
chromosome)designations)are)separated)by)semiWcolons.)Male)larvae)(w1118/Y))
lacked)the)A96GAL4)driver)and)therefore)did)not)express)RNAi)from)UAS6C4.2)
on)their)second)chromosome.)Female)larvae)(A9/w1118))expressed)RNAi)to)
deplete)Nopp140)in)their)wing)discs.)Two)crosses)were)performed,)with)(+))
and)without)(Δ))the)p53)gene)on)the)third)chromosome.)Abnormal)wing)
phenotypes)appeared)in)only)the)females)as)either)a)mild)wing)edge)curl)or)a)
more)severe)vestigialWlike)(shriveled))wing.)Phenotype)frequencies)were)
comparable)with)or)without)the)p53)gene.!
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TCS)arises)in)mammals)when)specialized)embryonic)neural)crest)cells)
undergo)apoptosis)due)to)the)loss)of)Treacle)(Jones)et)al.)2008).)To)determine)if)
nucleolar)stress)caused)by)the)loss)of)Nopp140)in)Drosophila)wing)discs)also)
induces)apoptosis,)we)reversed)the)original)cross)for)Figure)2.3)such)that)
homozygous)A96GAL4)driver)females)were)crossed)to)males)homozygous)for)
Nopp1406RNAi.*All)larval)progeny)from)this)cross)expressed)Nopp140WRNAi)in)
their)wing)discs.)We)probed)these)wing)discs)with)antiWcleaved)Caspase)3)
(Asp175))from)Cell)Signaling)Technology.)Although)the)precise)antigen)remains)
unknown,)this)particular)antibody)provides)a)good)marker)for)CaspaseW9Wlike)
DRONC)activity)in)apoptotic)Drosophila)cells)(Fan)and)Bergmann)2010).)A)wing)
disc)from)an)A96GAL4>UAS6Nopp1406RNAi)larva)was)heavily)labeled)by)antiW
Caspase)(Figure)2.4,)AWC).)Higher)magnification)showed)that)the)apoptotic)cells)
contained)condensed)chromatin)within)their)nuclei)(Figure)2.4,)D),)and)that)antiW
Caspase)3)labeled)the)cytoplasm)(Figure)2.4,)E))as)expected.)Wing)discs)from)
wild)type)larvae)(w1118))showed)minimal)antiWcaspase)labeling)(Figure)2.4,)FWH).)
Therefore,)as)with)the)loss)of)Treacle)in)mammalian)neural)crest)cells,)selective)
loss)of)Nopp140)in)Drosophila)imaginal)wing)disc)cells)induced)apoptosis)leading)
to)malformed)wings)in)adult)flies.)
2.2.3)Apoptosis)Induced)by)Nucleolar)Stress)is)p53)Independent)
) Jones)et)al.)(2008))showed)that)apoptosis)induced)by)nucleolar)stress)in)
mouse)embryonic)neural)crest)cells)was)p53Wdependent.)The)deletion)of)the)
mouse)p53)gene)or)chemical)inactivation)of)p53)suppressed)this)apoptosis,)
reducing)the)severity)of)phenotypes)typically)associated)with)TCS.)To)test)if))
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apoptosis)in)Drosophila)imaginal)wing)discs)resulting)from)depletion)of)Nopp140)
is)p53Wdependent,)we)repeated)the)original)cross)described)in)Figure)2.3)such)
that)only)female)progeny)would)display)wing)defects,)but)this)time)the)two))
parental)types)(the)A9WGAL4)driver)and)the)Nopp140WRNAiWexpressing)lines))
were)homozygous)for)the)p53*gene)deletion)(p53[5A6164]))on)the)third)chromosome)
FIGURE)2.4.)Loss)of)Nopp140)in)Imaginal)Wing)Discs)of)A96GAL4>UAS6C4.2*
Larvae)Resulted)in)Apoptosis.)Phase)contrast)(A))and)DAPI)staining)(B))of)a)
wing)disc)isolated)from)an)A96GAL4>UAS6C4.2)larva.)(C))The)wing)disc)
stained)heavily)with)antiWCaspase)3)indicating)apoptosis.)(D,E))Higher)
magnification)of)panels)B)and)C)showed)antiWCaspase)3)staining)in)the)
cytoplasm)as)expected.)Cells)with)copious)antiWCaspase)3)labeling)showed)
condensed)chromatin)by)DAPI)staining)(arrows).)(F–H))Wing)discs)from)
control)(w1118))larvae)were)probed)with)antiWCaspase)3)antibody.)They)showed)
minimal)background)labeling.)
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(referred)to)simply)as)∆p53,)diagrammed)in)Figure)2.5,)A).)This)deletion)was)
originally)described)by)Rong)et)al.)(2002)h)homozygous)deletion)flies)are)viable)
and)fertile,)but)they)display)reduced)apoptosis)in)response)to)DNA)damage)
caused)by)ionizing)radiation)(Jaklevic)and)Su)2004h)Wichmann)et)al.)2006h)
Wichmann)et)al.)2010).))
) Genomic)PCRs)verified)that)the)modified)parental)lines)were)in)fact)
deleted)for)p53)(Figure)2.5,)B)and)C).)The)wild)type)p53)gene)in)w1118)flies)
produced)the)expected)7.3)kbp)PCR)product)(Figure)2.5,)C,)lane)1),)while)the)
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FIGURE)2.5.)Verifying)the)p53)Gene)Deletion)in)Parental)Stocks)and)
Establishing)p53Windependent)Apoptosis)in)Nopp140Wdepleted)Wing)Discs.)(A))
The)cross)reported)in)Figure)2.3)was)repeated)using)the)A96GAL4)and)UAS6
C4.2)lines)that)were)homozygous)for)Δp53.)(B)and)C))The)p53)gene)deletion)
was)verified)using)genomic)PCR.)The)7.3)kb)band)denotes)presence)of)the)
wild)type)p53)gene)while)the)4.0)kb)band)denotes)its)deletion.)Tested)
genotypes)were:)w1118)stock)(WT,)wildWtype))(lane)1),)A96GAL4/A96GAL4h*+/+h*
Δp53/Δp53)(the)GAL4)driver))(lane)2),)the)original)Δp53/Δp53)stock)
(Bloomington)6815))(lane)3),)w1118/w1118h*UAS6C4.2/UAS6C4.2h*Δp53/Δp53)
(RNAi))(lane)4).)(D))Adult)male)progeny)(w1118/Yh*UAS6C4.2/+h*Δp53/Δp53))
again)produced)normal)wings)(left)wing),)while)female)progeny)(A96
GAL4/w1118h*UAS6C4.2/+h*Δp53/Δp53))expressed)RNAi)to)deplete)Nopp140)
and)again)displayed)malformed)wings)(right)wing).)(E)and)F))Apoptosis)was)
evident)in)the)larval)wing)discs)of)A96GAL4>UAS6C4.2h*Δp53/Δp53)larvae)as)
shown)by)antiWCaspase)3)labeling)within)the)cytoplasm.)White)arrows)point)to)
corresponding)nuclei)containing)condensed)chromatin.)
A  Only Female Progeny Express 
     Nopp140-RNAi in Wing Discs 
C D 
F E 
WT 
parental 
Δp53/Δp53 
lines 
B  Genomic PCR to assay p53 
♂♂ ♀♀ 
p53 present: 7.3kb PCR product p53 absent: 4kb PCR product 
p53 
Genomic PCR 
Anti-Caspase 3 DAPI 
Nopp140-Depleted; Δp53/Δp53 
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modified)A96GAL4)driver)(Figure)2.5,)C,)lane)2),)the)original)p53∆/p53∆)stock)
from)the)Bloomington)Stock)Center)(Figure)2.5,)C,)lane)3),)and)the)Nopp1406
RNAi*line)(Figure)2.5,)C,)lane)4))produced)the)expected)4.0)kbp)product)
indicating)homozygous)deletion)of)the)p53*gene)(for)descriptions)of)expected)
PCR)products,)please)see)Flybase,)http://flybase.org/reports/FBrf0151688.html).)
Thus,)all)A96GAL4>UAS6Nopp1406RNAi)progeny)from)this)second)cross)should)
be)homozygous)deficient)for)the)p53)gene.)While)the)male)progeny)from)this)
cross)had)normal)wings)as)expected)(Figure)2.5,)D,)left)wing),)all)female)progeny)
again)displayed)malformed)wings)(Figure)2.5,)D,)right)wing).)Figure)2.3)again)
summarizes)the)results:)of)the)female)progeny)obtained,)42%)displayed)the)less)
severe)curled)wing)edge)phenotype,)while)58%)showed)the)more)severe)
shriveled)wing)phenotype)(Figure)2.3).)This)compares)well)to)47%)and)53%,)
respectively,)for)those)female)progeny)that)were)homozygous)for)the)wild)type)
p53)gene.)We)note)that)variability)in)wing)phenotype)in)both)crosses)(with)and)
without)p53))may)be)caused)by)slight)temperature)fluctuations)affecting)GAL4W
mediated)induction)of)UAS6transgenes.)To)minimize)this)effect,)all)crosses)were)
performed)at)27W28oC.))
) We)again)reversed)the)cross)such)that)all)progeny)were)A96GAL4>UAS6
Nopp1406RNAih)Δp53/Δp53.)These)larvae*also)showed)apoptosis)in)wing)discs)
by)antiWCaspase)3)labeling)(Figure)2.5,)E)and)F).)We)performed)these)crosses)
several)times)to)be)certain)that)the)presence)or)absence)of)p53)had)no)effect)on)
wing)malformations)due)to)Nopp140)depletion.)The)combined)data)in)Figure)2.3)
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indicates)that)there)were)no)appreciable)differences)in)the)abnormal)wing)
phenotypes)due)to)Nopp140)depletion)when)p53)was)present)or)deleted.)We)
conclude,)therefore,)that)larvae)selectively)depleted)for)Nopp140)in)their)wing)
discs,)induce)apoptosis)in)these)discs,)but)in)a)p53Windependent)manner.)
2.2.4)Autophagy)in)Polyploid)Midgut)Cells)
) In)earlier)studies)to)examine)the)loss)of)Nucleostemin)I)in)Drosophila)
larvae,)we)observed)by)TEM)premature)autophagy)in)larval)polyploid)hindgut)
cells)(Rosby)et)al.)2009).)Here,)we)ectopically)coWexpressed)mCherryWATG8a)
(Chang)and)Neufeld)2009))to)determine)if)excessive)autophagy)occurred)in)
midgut)cells)of)Nopp140Wdepleted)(da6GAL4>UAS6C4.2h)UAS6mCherry6ATG8a))
third)instar)larvae.)We)first)expressed)mCherryWATG8a)in)the)midgut)of)a)second)
instar)larva)using)the)da6GAL4)driver,)but)in)an)otherwise)wild)type)backgroundh)
mCherryWATG8a)distributed)diffusely)throughout)these)midgut)cells)(Figure)2.6,)
A).)As)a)positive)control)for)autophagy,)we)starved)similar)second)instar)larvae)to)
induce)autophagy)(Wu)et)al.)2009).)As)expected,)mCherryWATG8a)aggregated)
into)vesicles)within)the)cytoplasm)of)these)midgut)polyploid)cells)(Figure)2.6,)B).)
We)interpret)the)appearance)of)these)vesicles)as)autophagosomes)and)
lysosomes)(Neufeld)2012).)Similar)vesicles)with)mCherryWATG8)appeared)
prematurely)and)in)great)abundance)in)the)midgut)of)Nopp140Wdepleted)larvae)
(da6GAL4>UAS6C4.2h*UAS6mCherry6ATG8a))(Figure)2.6,)C).)Thus,)the)loss)of)
Nopp140)and)nucleolar)function)induces)premature)autophagy)in)the)polyploid)
midgut)cells.))
)
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2.2.5)Accumulation)of)Phenoloxidase)A3)
) CoomassieWstained)SDSWgels)showed)an)abundant)70)kDa)protein)in)
whole)lysates)of)Act5C6GAL4>UAS.C4.2*and*Act5C6GAL4>UAS.C4*larvae)
(expressing)Nopp140WRNAi))versus)parental)control)larvae)(Figure)2.7,)A).)At)
first,)we)thought)the)accumulated)protein)was)a)classic)heat)shock)protein)
(Hsp70),)or)perhaps)a)heat)shock)consensus)protein)(Hsc70))that)was)induced))
)
FIGURE)2.6.)Autophagy)Prominent)in)Larval)Polyploid)Cells)Depleted)for)
Nopp140.)(A)and)D))da6GAL4>UAS6mCherry6ATG8)in)a)wild)type)
background.)Labeling)remained)diffuse)throughout)the)cell.)(B)and)E))As)a)
positive)control)for)autophagy,)similar)da6GAL4>UAS6mCherry*ATG8a)larvae)
were)starved)of)amino)acids.)The)accumulation)of)mCherryWATG8a)into)
autophagosomes)and)lysosomes)(red)speckling)in)the)cytoplasm))indicated)
autophagy)as)expected)due)to)starvation.)(C)and)F))Well)fed)da6GAL4>UAS6
C4.2h*UAS6mCherry6ATG8a)larvae)displayed)similar)accumulations)of)
mCherryWATG8a)into)cytoplasmic)vesicles)within)their)midgut)cells)indicating)
premature)autophagy)in)response)to)the)loss)of)Nopp140.)
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FIGURE)2.7.)Phenoloxidase)A3)Accumulated)in)Nopp140Wdepleted)Larvae.)
(A))Whole)larval)lysates)from)parental)control)larvae)(Act5C6GAL4/CyO,)lane)
1h)homozygous)UAS6C4.2,)lane)2))were)compared)with)those)from)Nopp140W
depleted)larvae)(UAS6C4.2/Act5C6GAL4,)lane)3h)UAS6C4/Act5C6GAL4,)lane)
4).)UAS6C4)is)the)original)stock)containing)UAS6C4.2)on)the)2nd)
chromosome)and)UAS6C3)on)the)3rd)chromosome.)The)prominent)70)kDa)
protein)in)the)lysates)of)Nopp140Wdepleted)larvae)(arrow))was)identified)by)
LCWMS/MS)as)phenoloxidase)A3.)(B))Hemolymph)proteins)were)resolved)on)
a)native)polyacrylamide)gel)and)stained)with)Coomassie)Blue.)Parental)
control)larvae)were)homozygous)UAS6C4.2)(lane)1))and)Act5C6GAL4/CyO)
(lane)2).)Nopp1406RNAi6expressing)UAS6C4.2/Act5C6GAL4)larvae)(lane)3))
with)only)a)few)melanotic)masses)were)compared)with)similar)UAS6
C4.2/Act5C6GAL4*)larvae)(lane)4))that)had)excess)melanotic)masses.)(C))A)
native)gel)similar)to)that)shown)in)panel)B)but)stained)for)phenoloxidase)
activity)using)tyrosine)as)substrate.)Arrows)in)B)and)C)mark)the)position)of)
the)most)prominent)phenoloxidase)activity.)(D))Melanotic)masses)were)found)
mostly)in)the)midgut)of)Act5C6GAL4>*UAS6C4.2)larvae.)(E))Melanotic)
masses)also)occurred)at)other)sites)within)Act5C6GAL4>UAS6C4.2)larvae.)
This)large)mass)accumulated)at)the)tips)of)the)dorsal)arms)of)the)pharyngeal)
sclerite.)
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upon)nucleolar)stress.)However,)antibodies)against)Hsp70)and)Hsc70)failed)to)
show)significant)accumulations)of)either)protein)in)the)Nopp140Wdepleted)larvae.)
LCWMS/MS)finally)identified)the)protein)as)phenoloxidase)A3)encoded)by)PO45)
(conceptual)gene)CG8193))in)Drosophila*melanogaster.))
) Phenoloxidases)in)Drosophila)are)released)into)the)hemolymph)from)
circulating)crystal)cells,)usually)as)part)of)an)innate)immune)response)to)parasitic)
infection.)Upon)infection,)the)phenoloxidases)convert)phenols)to)quinones)that)
polymerize)to)form)melanin)aggregates)that)then)encapsulate)the)parasite)(Tang)
2009).)To)test)if)phenoloxidases)were)released)to)the)hemolymph)of)Nopp140W
depleted)larvae,)we)isolated)larval)serum)proteins)(Roberts)et)al.)1977),)resolved)
them)on)native)polyacrylamide)gels,)and)then)either)stained)the)gels)with)
Coomassie)Blue)(Figure)2.7,)B))or)stained)the)gels)for)phenoloxidase)activity)
using)tyrosine)as)substrate)(Figure)2.7,)C))(Asano)and)Takebuchi)2009).)
Compared)to)parental)types,)Act5C6GAL4>UAS6Nopp1406RNAi)larvae)showed)
greater)amounts)of)phenoloxidase)in)their)hemolymph,)indicating)another)
phenotype)associated)with)the)loss)of)nucleolar)function.)In)collecting)the)Act5C6
GAL4>UAS.C4.2)larvae)(expressing)Nopp140WRNAi),)we)purposely)pooled)
larvae)with)numerous)melanotic)masses.)These)larvae)are)designated)with)an)
asterisk)in)Figure)2.7,)and)they)showed)more)phenoloxidase)in)their)hemolymph)
than)did)other)Act5C6GAL4>UAS6C4.2)larvae)with)only)a)few)melanotic)masses.))
) We)noted)previously)the)accumulation)of)melanotic)masses)(tumors))in)
Nopp140Wdepleted)larvae)and)pupae)(Cui)and)DiMario)2007).)These)masses)
98)!
seem)to)arise)preferentially)in)the)midgut)(Figure)2.7,)D),)but)we)also)found)
melanotic)masses)scattered)throughout)the)larvah)for)example,)Figure)2.7,)E))
shows)melanotic)masses)at)the)ends)of)the)dorsal)arms)of)the)pharyngeal)
sclerite.)The)observed)rise)in)phenoloxidase)abundance)in)whole)lysates)and)its)
accumulation)in)the)hemolymph)correlate)well)with)the)appearance)of)melanotic)
masses)in)Nopp140Wdepleted)larvae.))
2.2.6)JNK)and)ProWapoptotic)Hid)are)Activated)
) Thus)far)we)have)documented)three)stress)response)phenotypes)that)
arise)due)to)the)loss)of)nucleolar)function:)apoptosis)in)imaginal)wing)discs,)
autophagy)in)polyploid)midgut)cells,)and)the)formation)of)melanotic)masses)due)
to)the)release)of)phenoloxidase)from)crystal)cells.)JNK)(also)known)as)the)stressW
activated)protein)kinase,)SAPK))is)a)principal)cell)stress)response)effector)(Lin)
2003h)Weston)and)Davis)2007))that)could)link)all)three)phenotypes.)Activated)
Drosophila)JNK)(also)referred)to)as)basket))is)known)to)induce)apoptosis)by)
activating)Hid)(Bilak)and)Su)2009))and)autophagy)by)inducing)dFoxo*(Juhász)et)
al.)2007h)Chang)and)Neufeld)2010).)Activated)JNK)also)induces)the)rupture)of)
crystal)cells)to)release)phenoloxidases)(Bidla)et)al.)2007).)Therefore,)we)tested)if)
Drosophila)JNK)is)activated)in*Nopp140Wdepleted)larvae)(Figure)2.8,)B).)
Activation)of)human)JNK)is)marked)by)the)phosphorylation)of)residues)Thr183)
and)Tyr185.)These)residues)are)conserved)in)the)one)isoform)of)JNK)expressed)
in)D.*melanogaster.)The)rabbit)monoclonal)antibody)81E11)from)Cell)Signaling)
crossWreacted)well)with)activated)Drosophila)JNK)on)immunoWblots)(Figure)2.8,)
B).)Whole)lysates)from)Act5C6GAL4>UAS6Nopp1406RNAi)larvae)showed)an)
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elevated)level)of)activated)JNK)versus)lysates)from)parental)controls.)We)
conclude)that)activated)JNK)accumulates)in)Nopp140Wdepleted)larvae.))
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) The)antiWpJNK)immunoWblot)(Figure)2.8,)B))showed)two)bands)in)some)
lysate)preparations)from)both)parental)types)and)from)the)Nopp140Wdepleted)
larvae,)while)we)saw)only)the)higher)molecular)weight)band)in)other)separately)
prepared)lysates.)At)this)time,)we)have)no)clear)explanation)for)the)appearance)
of)the)bottom)band)other)than)partial)proteolysis.)
FIGURE)2.8.)ProWapoptotic)Hid)and)Activated)JNK)UpWregulated)in)Nopp140W
depleted)Larvae.)(A))An)immunoWblot)containing)lysates)from)parental)control)
larvae)(lanes)1–4))and)Act5C6GAL4>UAS6Nopp1406RNAi)larvae)(lanes)5–8))
was)probed)with)rabbit)antiWHid)(Ryoo)et)al.)2004).)Hid)at)~50)kDa)was)
substantially)increased)in)the)Nopp140Wdepleted)larvae)as)compared)with)
parental)larvae.)Lane)1:)homozygous)UAS6C4.2h)Lane)2:)Act5C6GAL4/CyOh)
Lane)3:)Act5C6GAL4/+h)Lane)4:)CyO6GFP/+,)Lanes)5)and)7:)UAS6
C4.2/Act5C6GAL4h)Lanes)6)and)8:)UAS6C4/Act5C6GAL4.)UAS6C4)is)the)
original)transgenic)stock)that)contains)UAS6C4.2)on)the)2nd)chromosome)and)
UAS6C3)on)the)3rd)chromosome.)(B))A)companion)blot)with)the)same)lysates)
was)probed)with)rabbit)monoclonal)antibody)81E11)(Cell)Signaling)#4668))
directed)against)phosphoWJNK)at)43)kDa.)(C))Equal)amounts)of)the)same)
lysates)as)used)in)panels)A)and)B)were)resolved)on)a)CoomassieWstained)
SDSWgel.)Phenoloxidase)A3)(PO))is)at)70)kDa.)
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) In)their)model)of)p53Windependent)apoptosis)in)Drosophila,)McNamee)and)
Brodsky)(2009))proposed)that)JNK)induces)Hid)protein)expression)that)then)
induces)apoptosis.)To)test)if)Hid)was)induced,)we)probed)the)same)lysates)used)
in)Figure)2.8,)B)with)a)rabbit)polyclonal)antibody)directed)against)Drosophila)Hid)
(Ryoo)et)al.)2004).)We)found)Hid*levels)notably)increased)in)Actin5C6
GAL4>UAS6Nopp1406RNAi)larvae)versus)parental)controls)(Figure)2.8,)A).)
2.3.Discussion.
The)human)TCS)results)from)mutations)in)the)TCOF1)gene)that)encodes)
the)nucleolar)phosphoprotein,)Treacle.)Subsets)of)embryonic)neural)crest)cells)
are)particularly)sensitive)to)the)loss)of)Treacle,)a)nucleolar)chaperone)for)
ribosome)biosynthesis.)These)cells)normally)migrate)to)populate)embryonic)
branchial)arches)I)and)II)that)then)give)rise)to)adult)craniofacial)structures.)
Without)Treacle,)these)neural)crest)cells)fail)to)meet)a)relatively)high)threshold)
requirement)for)functional)ribosomes.)As)a)result,)these)cells)are)stressed)and)
undergo)p53Wdependent)apoptosis.)Their)loss)ultimately)leads)to)the)craniofacial)
malformations)associated)with)the)TCS.)Jones)et)al.)(2008))could)alleviate)the)
syndrome)by)blocking)p53)function)either)by)a)p53)gene)deletion)or)by)a)specific)
p53)protein)inhibitor.)
) ) Vertebrate)Nopp140)and)Treacle)are)related)in)structure)and)function)(He)
and)DiMario)2011).)Both)proteins)are)over)100)kDa)in)size,)both)contain)LisH)
dimerization)motifs)in)their)amino)terminal)region,)and)both)proteins)contain)a)
large)central)domain)consisting)of)alternating)acidic)and)basic)motifs)with)similar)
amino)acid)compositionsh)the)acidic)motifs)are)rich)in)Glu,)Asp,)and)phosphoWSer,)
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while)the)basic)motifs)are)rich)in)Lys)and)Pro.)Both)proteins)are)believed)to)
function)as)chaperones)for)snoRNP)complexes,)which)direct)siteWspecific)
methylation)and)pseudouridylation)of)preWrRNA)within)the)dense)fibrillar)regions)
of)eukaryotic)nucleoli.)While)most)snoRNAs)appear)to)be)nonWessential)when)
individually)deleted,)failure)to)collectively)modify)preWrRNA)by)the)loss)of)a)
snoRNP)chaperone)would)likely)produce)defective)or)partially)functional)
ribosomes)in)all)cells.)Embryonic)progenitor)cells)with)high)demands)for)protein)
synthesis)would)be)most)susceptible)to)the)loss)of)functional)ribosomes.)Loss)of)
these)cells)would)lead)to)lethality)or)developmental)defects.)Thus,)Treacle)and)
Nopp140)are)required)for)normal)development.)Despite)their)multiple)similarities,)
Nopp140)and)Treacle)differ)in)their)carboxy)termini,)suggesting)that)each)protein)
maintains)its)own)unique)interactions)and)functions.)Interestingly,)while)
Drosophila)expresses)two)isoforms)of)Nopp140)by)alternative)splicing)
(Waggener)and)DiMario)2002),)Drosophila)lacks)a)Treacle)ortholog.)
) We)showed)that)larval)cells)depleted)for)Nopp140)undergo)a)disruption)in)
ribosome)biosynthesis)(nucleolar)stress).)Larval)tissues)expressing)Nopp140W
RNAi,)both)diploid)and)polyploid,)have)fewer)ribosomes)than)wild)type)(Figure)
2.2,)AWD).)These)larvae)also)have)reduced)amounts)of)ribosomal)proteins)
RpL23a)and)RpL32)(Figure)2.2,)E).)Metabolic)labeling)verified)these)findings,)
revealing)that)Nopp140Wdepleted)larvae)synthesize)significantly)reduced)amounts)
of)protein)(≤40%))compared)to)parental)controls)(Figure)2.2,)F).)As)larval)tissues)
develop,)maternally)supplied)ribosomes)and)Nopp140)diminish,)and)cells)
expressing)Nopp140WRNAi)are)unable)to)supply)either)functional)ribosomes)and)
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or)sufficient)protein)synthesis.)This)nucleolar)stress)leads)to)distinctive)cell)death)
pathways.)
) Here)we)showed)that)the)loss)of)Drosophila)Nopp140)specifically)in)
imaginal)wing)disc)cells)lead)to)apoptosis)and)impaired)wing)development,)
analogous)to)the)loss)of)Treacle)in)embryonic)neural)crest)cells.)However,)while)
Jones)et)al.)(2008))rescued)the)TCS)in)mice)by)employing)a)p53*gene)deletion,)
the)similar)rescue)failed)in)Drosophila)as)apoptosis)occurred)in)the)absence)of)
the)p53)gene)(Figure)2.4).)Induction)of)apoptosis)in)the)absence)of)p53)has)been)
well)documented)in)Drosophila)(Wichmann)et)al.)2006h)McNamee)and)Brodsky)
2009).)
) Besides)apoptosis,)we)documented)a)strong)and)premature)induction)of)
autophagy)in)larval)midgut)polyploid)cells)that)were)depleted)for)Nopp140)(Figure)
2.6,)C).)As)with)apoptosis,)JNK)activation)(phosphorylation))is)reportedly)linked)
to)autophagy)induction)(Wu)et)al.)2009))by)way)of)the)downstream)activation)of)
dFoxo)(Juhász)et)al.)2007).)We)note,)however,)that)this)stressWinduced)
autophagy)is)in)contrast)to)a)JNKWindependent)induction)of)autophagy)that)
normally)occurs)during)development)or)in)response)to)starvation)resulting)in)the)
inhibition)of)Tor)signaling)(Wu)et)al.)2009h)Neufeld)2012).))
) We)also)showed)that)formation)of)excess)melanotic)masses)in)Nopp140W
depleted)larvae)was)coincident)with)the)accumulation)of)phenoloxidase)A3)both)
in)whole)larval)lysates)(Figure)2.7,)A))and)in)the)larval)hemolymph)(Figure)2.7,)B)
and)C).)While)phenoloxidases)are)normally)synthesized)and)stored)in)crystal)
cells,)they)are)not)secreted)in)a)typical)secretory)pathwayh)rather,)crystal)cells)
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rupture)in)a)JNKWdependent)manner)releasing)the)phenoloxidases)to)the)
hemolymph)(Tang)2009h)Bidla)et)al.)2007).)How)Nopp140Wdepleted)larvae)
synthesize)excess)amounts)of)phenoloxidase)when)nucleolar)function)(ribosome)
biosynthesis))is)impaired)remains)a)perplexing)question.)Since)the)Nopp140W
depleted)larvae)are)developmentally)delayed,)we)speculate)that)phenoloxidase)
A3)may)simply)amass)in)abundance)over)time)despite)a)slow)rate)of)protein)
synthesis)as)compared)to)wild)type)larvae.)This)could)explain)the)excess)
accumulations)of)phenoloxidase)in)whole)larval)lysates)as)shown)by)CoomassieW
stained)gels)(Figure)2.7,)A).)The)activation)of)JNK)in)the)Nopp140Wdepeleted)
larvae)may)then)release)the)phenoloxidase)to)the)hemolymph)as)shown)in)the)
hemolymph)enrichments)(Figure)2.7,)B)and)C).))
) Many)of)the)melanotic)masses)we)saw)seemed)to)reside)within)nonW
hematopoietic)tissues)such)as)the)midgut,)trachea,)and)salivary)glands)
(Minakhina)and)Steward)2006).)One)possibility)suggested)by)Bidla)et)al.)(2007))
is)that)apoptosis)followed)by)secondary)necrosis)triggers)formation)of)melanotic)
masses.)If)so,)we)would)expect)to)see)the)formation)of)multiple)melanotic)
masses)at)nonWhematopoietic)sites)undergoing)heavy)apoptosis)and)secondary)
necrosis.)
2.3.1)Nucleolar)stress)in)Drosophila)versus)mammals)
) Our)working)hypothesis)is)that)depletion)of)Nopp140)in)Drosophila)cells)
disrupts)normal)ribosome)biogenesis,)a)term)now)referred)to)as)“nucleolar)stress”)
(Mayer)and)Grummt)2005h)Tollini)et)al.)2011).)Studies)on)nucleolar)stress)in)
mammalian)cells)have)focused)primarily)on)the)nucleolar)protein)Arf)(p19Arf)in)
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mice,)p14Arf)in)humans),)its)interactions)with)MDM2,)which)is)the)E3)ubiquitin)
ligase)for)p53,)and)the)role)that)nucleolar)protein)B23)(Nucleophosmin))plays)in)
sequestering)Arf)to)the)nucleolus)(Tollini)et)al.)2011).)Upon)stress)in)mammalian)
cells,)Arf)indirectly)activates)p53)by)interacting)with)MDM2)to)suppress)its)
ubiquitination)of)p53.)Under)these)conditions,)p53)accumulates)and)activates)
genes)necessary)for)cell)cycle)arrest,)senescence,)or)apoptosis.)Interestingly,)
Drosophila)lacks)identifiable)Arf,)MDM2,)and)B23.)Hence,)nucleolar)stress)in)
Drosophila)likely)plays)out)by)an)alternative)mechanism.))
) From)our)work,)JNK)appears)to)be)a)common)link)between)Hid)
(apoptosis),)dFoxo)(autophagy))(Wu)et)al.)2009h)Juhász)et)al.)2007),)and)the)
release)of)phenoloxidases)from)crystal)cells)as)these)cells)rupture)in)JNKW
dependent)manner)(Bidla)et)al.)2007).)We)showed)by)immunoWblot)analysis)that)
Hid)levels)rise)(Figure)2.8,)A),)coincidently)with)activated)JNK)(Figure)2.8,)B))in)
Nopp140Wdepleted)larvae.)While)JNK)activation)has)been)reported)to)be)delayed)
in)the)p53Windependent)mechanism)(Wichmann)et)al.)2006h)Gowda)et)al.)2012),)
once)activated,)JNK)is)thought)to)induce)Hid)expression)and)thus)apoptosis)
(McNamee)et)al.)2009).)While)we)have)yet)to)assess)the)abundance)and)
activities)of)dFoxo)and)dFos)in)the)Nopp140Wdepleted)larvae,)others)have)shown)
that)Hid)induction)results)from)JNK)activation)via)these)two)transcription)factors)
(Bilak)and)Su)2009h)Luo)et)al.)2007).)From)the)combined)evidence,)we)propose)
that)JNK)is)a)central)effector)activated)in)response)to)perturbations)in)Drosophila)
ribosome)biogenesis.))
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) JNK)is)a)member)of)the)MAP)kinase)superfamily,)and)while)mammals)
express)multiple)forms)of)JNK,)Drosophila*melanogaster*expresses)only)one)
version)of)JNK)(basket).)Precisely)how)Drosophila)JNK)is)activated)in)response)
to)nucleolar)failure)remains)unknown.)As)a)clue,)Moreno)et)al.)(2002))showed)
that)JNK)signaling)is)required)for)the)apoptotic)elimination)of)slowly)proliferating)
Minute6/+)cells)in)larval)wing)discs)where)Minute6)is)a)dominant,)haploWinsufficient)
mutation)in)a)gene)encoding)a)ribosomal)protein)(Marygold)et)al.)2007).)
McNamee)and)Brodsky)(2009))proposed)that)gene)haploWinsufficiencies)in)these)
same)ribosomal)protein)genes)could)induce)expression)of)brinker*(brk))which)
encodes)a)transcription)factor)in)larval)wing)discs,)and)that)brk*is)sufficient)to)
activate)JNK,)thus)leading)to)apoptosis.)Also)upstream)of)Drosophila)JNK)are)at)
least)two)JNKKs)(Hemipterous)and)MKK4))and)several)JNKKKs.)Puckered)is)the)
Drosophila)protein)phosphatase)that)is)also)induced)by)JNK)to)deactivate)JNK)in)
a)negative)feedback)loop.)How)Hemipterous)and)Puckered)are)regulated)upon)
nucleolar)stress)in)Drosophila)remains)unknown.)Our)future)efforts)in)linking)
nucleolar)stress)to)JNK)activation)will)examine)the)expression)levels)of)brk,)
hemipterous)and)puckered.))
) Finally,)JNK)signaling)has)been)implicated)in)direct)nucleolar)function.)For)
example,)mammalian)JNK2)phosphorylates)the)RNA)polymerase)I)transcription)
factor,)TIFWIA,)to)downWregulate)rRNA)synthesis)(Mayer)et)al.)2005).)JNK)activity)
was)also)required)for)the)release)of)B23)and)p19Arf)from)mammalian)nucleoli)
upon)UV)radiation)(DNAWdamage))(Yogev)et)al.)2008).)Conversely,)Mialon)et)al.)
(2008))showed)that)upon)genetic)or)chemical)inhibition)of)JNK)signaling,)the)
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mammalian)nucleolar)RNA)helicase,)DDX21,)is)partially)redistributed)to)the)
nucleoplasm)and)that)rRNA)processing)is)inhibited.)Their)observation)suggests)
that)besides)stressWinduced)JNKWactivation,)JNK)signaling)maintains)
homeostasis)for)the)nucleolus)in)nonWstressed)cells.)Thus)the)effects)of)activated)
JNK)on)the)localization)of)Drosophila)nucleolar)components)during)normal)cell)
growth)and)upon)stress)remain)largely)unknown,)but)subject)for)future)
investigation.)
2.4.Materials.and.Methods.
2.4.1)Fly)lines)
) Fly)lines)expressing)short)hairpin)RNA)specific)for)the)common)5’)end)of)
mRNAs)that)encode)the)two)Nopp140)isoforms)were)P{w[+mC]=UAS6
Nopp140.dsRNA}C3*and)P{w[+mC]=UAS6Nopp140.dsRNA}C4.2)as)described)
previously)(Cui)and)DiMario)2007).)Here)we)refer)to)them)simply)as)UAS6C3)and)
UAS6C4.2.)UAS6C3)resides)on)the)third)chromosome.)The)original)UAS6C4)line)
contained)two)RNAiWexpressing)transgenes:)one)on)the)second)chromosome)and)
the)other)on)the)third)chromosome.)The)transgene)on)the)third)chromosome)is)
UAS6C3.)We)isolated)the)second)chromosome)from)UAS6C4,)and)refer)to)the)
resulting)line)as)UAS6C4.2.)Both)UAS6C3)and)UAS6C4.2)lines)are)homozygous)
viable)and)fertile.)The)P{UAS6mCherry6Atg8a})line,)D169)(third)chromosome),)
was)a)kind)gift)from)Thomas)Neufeld)(Chang)and)Neufeld)2009).)Four)additional)
lines)came)from)the)Bloomington)Drosophila)Stock)Centerh)stock)6815)is)a)
deletion)for)the)p53)gene)(p53[5A6164]))(Rong)et)al.)2002).)We)refer)to)this)deletion)
simply)as)p53∆*throughout)this)report.)GAL4)driver)lines)included)
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P{w[+mC]=Actin5C6GAL4}25FO1/CyO)(stock)4414,)referred)to)simply)as)Act5C6
GAL4),)the)homozygous)daughterless6GAL4)line)on)the)third)chromosome)(stock)
8641,)referred)to)as)daWGAL4),)and)the)wing)discWspecific)P{w[+m*]=GAL4}A9)on)
the)X)chromosome)(stock)8761,)referred)to)here)as)A96GAL4).)A9WGAL4)
expresses)GAL4)strongly)in)larval)wing)and)haltere)discs)(Haerry)et)al.)1998).)
We)previously)used)the)w1118)line)(Bloomington)stock)3605))to)construct)our)
RNAiWexpressing)transgenic)lines)(Cui)and)Dimario,)2007),)and)we)use)it)here)as)
our)“wild)type”)control.)All)stocks)were)reared)at)22W24oC)on)standard)Drosophila)
medium.)Genetic)crosses)using)GAL4)drivers)were)kept)at)27W28oC.)
2.4.2)Genomic)PCR)to)verify)p53∆)
) Genomic)DNA)from)adult)flies)was)prepared)according)to)E.)Jay)Rehm)of)
the)Berkeley)Drosophila)Genome)Project)
(http://www.fruitfly.org/about/methods/inverse.pcr.html).)Primers)for)verifying)the)
p53)gene)deletion)(p53[5A6164]))were)described)by)K.)Golic)in)a)reference)report)to)
FlyBase)(http://flybase.org/reports/FBrf0151688.html).)The)forward)primer)is)P53W
C1:)5’WAGCTAATGTGACTTCGCATTGAACAAAW3’,)and)the)reverse)primer)is)
P53WC2:)5’WTCGATAAACATTGGCTACGGCGATTGT.)These)primers)were)
prepared)by)Integrated)DNA)Technologies)(Coralville,)IA,)USA).)The)deletion)
should)produce)a)4.0)kbp)product,)while)the)wild)type)allele)should)produce)a)7.3)
kbp)product.)We)used)iWMAXTM)II)from)iNtRON)Biotechnology)(South)Korea,)
available)from)Boca)Raton)Scientific))for)the)long)distance)genomic)PCRs.))
2.4.3)ImmunoWfluorescence)and)transmission)electron)microscopy)
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) For)immunoWfluorescence)microscopy,)larval)tissues)were)fixed)in)a)
phosphate)buffered)solution)containing)freshly)prepared)paraformaldehyde)(2%)
final)concentration),)washed,)blocked,)and)incubated)with)antibodies)as)
described)(de)Cuevas)et)al.)1996).)We)used)a)previously)characterized)isoformW
specific)guinea)pig)antiserum)(Cui)and)DiMario)2007))at)1/100)and)an)Alexa)
Fluor®)546Wconjugated)goat)antiWguinea)pig)antibody)(A11074,)Molecular)Probes,)
Eugene,)OR,)USA))at)1/250)to)demonstrate)the)loss)of)Nopp140WRGG)in)RNAiW
expressing)larvae.)To)demonstrate)apoptosis)in)imaginal)wing)discs,)we)used)
rabbit)antiWcleaved)CaspaseW3)(Asp175))(#9661,)Cell)Signaling)Technology,)
Danvers,)MA,)USA))at)1/200.)This)particular)antibody)has)been)well)described)as)
a)marker)for)CaspaseW9Wlike)DRONC)activity)in)apoptotic)Drosophila)cells)(Fan)et)
al.)2010).)The)secondary)antibody)was)the)Alexa)Fluor®)488Wconjugated)goat)
antiWrabbit)from)Molecular)Probes)(A11034))at)1/250.)Tissues)were)stained)with)
DAPI)at)1)µg/mL)in)the)final)wash)buffer)and)viewed)with)a)Zeiss)Axioskop)
equipped)with)a)SPOT)RT/SE)CCD)camera)(Diagnostic)Instruments,)Sterling)
Heights,)MI,)USA).)
) Transmission)electron)microscopy)of)wild)type)and)Nopp140WRNAiW
expressing)larval)tissues)was)performed)as)described)(Rosby)et)al.)2009).)
Diploid)tissues)(imaginal)discs)and)brains))and)polyploid)tissues)(midWgut)and)
Malpighian)tubules))were)hand)isolated,)fixed,)and)flatWembedded)separately)so)
we)could)section)and)analyze)one)known)tissue)at)a)time.)From)Nopp140WRNAiW
expressing)larvae,)we)captured)16)images)of)polyploid)cells)and)20)images)of)
diploid)cells.)About)half)as)many)images)were)captured)from)the)same)wild)type)
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tissues.)We)used)a)JEOL)100CX)operating)at)80)KV)and)a)magnification)of)
16,000)X.)Negatives)(8)X)10)cm))were)scanned)at)1200)dpi.)Resulting)positive)
images)were)prepared)using)Photoshop.))
2.4.4)ImmunoWblots)
) Third)instar)larval)lysates)were)prepared)by)using)small)plastic)tissue)
grinders)designed)for)Eppendorf)tubes.)Larvae)were)homogenized)in)267)µL)of)
Laemmli)sample)buffer)to)which)we)added)3)µL)of)0.1)M)PMSF)dissolved)in)
isopropanol,)15)µL)of)a)protease)inhibitor)cocktail)(PW8340,)SigmaWAldrich)Corp.)
St.)Louis,)MO,)USA),)and)15)µL)of)2Wmercaptoethanol.)The)homogenate)was)
then)sonicated)by)5)bursts)using)a)Branson)Digital)Sonifierh)each)burst)was)for)5)
seconds)at)40%)maximum)power.)The)resulting)lysates)were)centrifuged)for)30)
min.)The)supernatant)was)boiled)for)5)min.)and)reWcentrifuged)for)an)additional)
30)min.)Lysate)proteins)were)resolved)by)standard)SDSWPAGE)and)blotted)to)
nitrocellulose)using)a)BioWRad)TransWBlot)semiWdry)transfer)cell.)Blots)were)
blocked)with)5%)nonWfat)dry)milk)in)TTBS.)We)used)rabbit)antibodies)against)
ribosomal)proteins)RpL34)(center))and)RpL23A)(CWterminus))(Abgent,)San)
Diego,)CAh)catalog)numbers)AP13207cWev20)and)AP1939b,)respectively))at)
1/2000)in)5%)nonWfat)dry)milk.)We)used)the)81E11)rabbit)monoclonal)antibody)
directed)against)phosphoWJNK)(Thr183/Tyr185h)Cell)Signaling)Technologies,)
#4668))and)a)rabbit)antiWHid)antibody)that)was)kindly)provided)by)Hyung)Don)
Ryoo)(Ryoo)et)al.)2004))at)New)York)University)Medical)School)diluted)to)1/1000)
in)TTBS.))
)
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2.4.5)Mass)spectroscopy)
) Proteins)resolved)on)SDSWpolyacrylamide)gels)were)identified)by)mass)
spectroscopy)at)Louisiana)State)University’s)Pennington)Biomedical)Research)
Center,)Baton)Rouge,)LA,)USA.)Briefly,)2)mm)gel)plugs)were)automatically)
excised)using)a)ProteomeWorks)spot)cutter)(BioWRad))and)deposited)in)a)96Wwell)
plate.)InWgel)tryptic)digestion)was)performed)using)an)automated)robotic)
workstation)(MassPrep,)Waters)Corp.,)Milford,)MA,)USA).)Gel)plugs)were)
washed)with)NH4HCO3)and)CH3CN)followed)by)reduction)and)alkylation)using)10)
mM)DTT)and)55)mM)iodoacetamide,)respectively.)Proteins)were)cleaved)by)
sequencing)grade)trypsin)(150)ng/gel)plug))at)37°C)overnight.)The)peptide)
fragments)were)extracted)with)2%)CH3CN,)1%)HCOOH)in)water)and)directly)
analyzed)using)liquid)chromatography)(LC))–)tandem)mass)spectrometry)
(MS/MS).)The)peptides)from)each)digested)band)were)separated)and)analyzed)
using)a)capillary)LC)system)coupled)onWline)with)a)nanospray)quadrupole)timeW
ofWflight)(QWTOF))MS)(Waters)Corp.))as)described)(Zvonic)et)al.)2007).)Tandem)
mass)spectra)were)analyzed)using)the)ProteinLynx)Global)Server)2.5)software)
(Waters)Corp.))against)a)Swiss)Prot)database.)The)database)search)settings)
included)one)missed)tryptic)cleavage)and)fixed)carbamidomethylation)of)cysteine)
residues.))
2.4.6)Hemolymph)phenoloxidase)assays)
) Relative)hemolymph)phenoloxidase)levels)were)determined)using)native)
gels)and)staining)techniques)with)tyrosine)as)substrate)as)described)previously)
(Asano)and)Takebuchi)2009).))
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2.4.7)Metabolic)labeling)
) Twenty)thirdWinstar)larvae,)either)parental)controls)or)progeny)expressing)
RNAi)to)deplete)Nopp140,)were)added)to)~300)µL)of)Robb’s)A)+)B)solution)
(Robb)1969))in)disposable)plastic)depression)slides)and)gently)torn)open)to)
expose)internal)tissues.)Excess)fluid)was)removed)leaving)approximately)50)µL)
to)which)we)added)10)μL)of)EXPRE35S35S)Protein)Labeling)Mix,)[35S]WEasyTag™)
(PerkinWElmer,)NEG772002M,)10.0)mCi/ml).)The)depression)slides)were)placed)
in)a)moist)chamber,)and)the)tissues)were)incubated)for)30)min)at)room)
temperature.)Tissues)were)then)washed)once)with)Robb’s)A)+)B)solution.)
Lysates)were)prepared)by)adding)25)μL)of)a)protease)inhibitor)cocktail)(SigmaW
Aldrich,)PW8340),)445)μL)of)Laemmli)sample)buffer,)25)μL)2Wmercaptoethanol,)
and)5)μL)0.1)M)PMSF)dissolved)in)isopropanol.)Tissues)were)homogenized)in)
Eppendorf)tubes)with)disposal)plastic)tissue)grinders,)boiled)for)five)minutes,)and)
centrifuged)for)one)hour.)Protein)concentrations)were)determined)in)triplicate)
using)a)modified)Lowry)assay)(Peterson)1983).)Absorbance)values)were)
determined)using)a)PerkinWElmer)Lambda)3B)spectrophotometer.)To)determine)
incorporated)CPM,)200)μL)of)larval)lysate)was)combined)with)100)μL)of)ddH2O,)
100)μL)BSA)(2)mg/ml),)and)80)μL)100%)TCA)(16.7%)final)concentration).)
Samples)were)mixed)and)incubated)on)ice)for)30)min.)Each)sample)was)passed)
through)a)vacuum)filter)assembly)(SigmaWAldrich,)Z290475))containing)a)
Whatman)25)mm)GFC)glass)microfiber)filter)which)was)then)rinsed)with)cold)
10%)TCA)and)100%)EtOH.)Filters)were)air)dried,)and)placed)separately)into)10)
mL)of)Scintiverse)(TM))BD)Cocktail)(Fisher)Scientific).)CPM)was)determined)
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using)a)Beckman)LS)6000IC)scintillation)counter.)Ratios)of)CPM)per)microgram)
of)protein)were)determined)for)each)sample.)The)entire)experiment)was)repeated)
three)times.)We)also)verified)the)relative)protein)concentrations)and)CPM)values)
for)each)sample)by)resolving)lysate)proteins)on)SDSW10%)polyacrylamide)gelsh)
Coomassie)blue)staining)verified)the)relative)protein)concentrations.)The)gels)
were)dried)and)exposed)to)Kodak)XWOMAT)LS)filmh)resulting)autoradiograms)
verified)the)relative)scintillation)counts.)
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CHAPTER.3..DELETION.OF.NOPP140*.
3.1.Introduction.
Ribosome)biogenesis)is)an)intricate)choreography)of)interactions)and)
reactions)between)large)numbers)of)protein)and)RNA)molecules)(Granneman)
and)Baserga)2004h)Kressler)et)al.)2010).)In)eukaryotes,)ribosome)assembly)
occurs)within)the)nucleolus)where)RNA)polymerase)I)(Pol)I))synthesizes)preW
ribosomal)RNA)(preWrRNA))from)multiple)genes)arranged)in)tandem.)These)
genes)(rDNA))reside)at)defined)genetic)loci)referred)to)as)nucleolar)organizers.)
The)preWrRNA)(47S)in)mammals,)38S)in)Drosophila,*35S)in)yeast))is)chemically)
modified)by)nucleotideWspecific)2’WOWmethylation)via)box)C/D)small)nucleolar)
ribonucleoprotein)(snoRNP))complexes)and)by)siteWspecific)pseudouridylation)via)
box)H/ACA)snoRNPs.)The)preWrRNA)is)concomitantly)cleaved)by)endoW)and)exoW
nucleolytic)events)to)generate)the)mature)18S)rRNA)that)assembles)with)33)
proteins)into)the)small)ribosomal)subunit)and)mature)5.8S)and)28S)rRNAs)that)
assemble)with)46)proteins)into)the)large)ribosomal)subunit.)The)large)subunit)
also)contains)a)copy)of)the)5S)rRNA)that)is)transcribed)from)its)own)set)of)
repeated)genes)by)RNA)Pol)III.))
The)nucleolar)and)Cajal)body)phosphoprotein)of)140)kDa)(Nopp140)in))
)
metazoans,)SRP40)in)yeast))is)one)of)many)nonWribosomal)nucleolar)proteins)
)
(Andersen)et)al.)2002h)Tafforeau)et)al.)2013))that)participate)in)ribosome))
)
*This)chapter)previously)appeared)as)He)F*,)James)A*,)Raje)H,)Ghaffari)H,)
DiMario)P.))(2014).))Deletion)of)Drosophila)Nopp140)induces)subcellular)
ribosomopathies.)Chromosoma.))*coWfirst)authors))
http://dx.doi.org/10.1007/s00412W014W0490W9.))It)is)reprinted)by)permission)of)
Springer)–)see)the)permission)letter)for)proper)acknowledgement)phrase)in)
Appendix)B)of)this)thesis.)
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assembly.)Vertebrate)Nopp140)consists)of)three)distinct)peptide)regions:)the)
amino)terminal)domain)contains)a)Lissencephaly)typeW1Wlike)homology)(LisH))
dimerization)motif)(Kim)et)al.)2004),)the)large)central)domain)consists)of)several)
alternating)acidic)and)basic)motifs,)and)the)conserved)carboxy)domain)contains)a)
protein)kinase)A)phosphorylation)site)(Ser685)in)rat)Nopp140),)suggesting)that)
signaling)pathways)mediate)Nopp140)interactions)and)functions)in)nucleoli)or)
Cajal)bodies)(Meier)1996h)Chiu)et)al.)2002h)Kim)et)al.)2006).)While)the)three)
dimensional)structure)of)Nopp140)has)not)been)determined,)its)compositional)
bias)toward)hydrophilic)amino)acids)suggests)that)it)presents)a)natively)unfolded)
structure)which)correlates)well)with)its)many)putative)functions)in)ribosome)
assembly)(Fink)2005h)Kim)et)al.)2006).)
The)functions)of)vertebrate)Nopp140)are)largely)inferred)from)its)coW
localizations)and)interactions)with)other)nuclear)and)nucleolar)components.)
During)interphase,)Nopp140)enriches)within)the)dense)fibrillar)component)of)
nucleoli)and)within)extraWnucleolar)Cajal)bodies)(Isaac)et)al.)1998h)Vandelaer)and)
Thiry)1998).)Reports)indicate)that)Nopp140)interacts)with)C/D)and)H/ACA)
snoRNPs,)perhaps)in)their)assembly)within)Cajal)bodies,)their)transport)to)the)
nucleolus,)or)in)their)interactions)with)target)sites)within)the)preWrRNA)(Isaac)et)
al.)1998h)Yang)et)al.)2000).)Nopp140)in)Cajal)bodies)may)also)participate)in)the)
modification)of)small)Cajal)body)RNAs)(scaRNAs))(Isaac)et)al.)1998).)Besides)
associating)with)snoRNPs,)Nopp140)has)been)reported)to)interact)with)RNA)Pol)I)
(Chen)et)al.)1999))and)rDNA)(Tsai)et)al.)2008),)suggesting)a)regulatory)role)in)
rDNA)transcription.)For)instance,)overWexpression)of)either)full)length)Nopp140)or)
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a)dominant)negative)Nopp140Wcarboxyl)truncation)leads)to)misWlocalization)of)Pol)
I)and)altered)nucleolar)structure)(Chen)et)al.)1999).)While)suggestive,)the)precise)
roles)of)Nopp140)in)Pol)I)transcription)or)postWtranscriptional)modification)of)the)
preWrRNA)remain)unknown.))
Our)past)work)on)Nopp140)has)been)at)the)organismal)level.)We)showed)
that)a)substantial)(≥50%))depletion)of)Nopp140)transcripts)by)RNAi)expression)in)
Drosophila)larvae)caused)late)larval)and)pupal)lethality,)while)a)moderate)
decrease)(30%))caused)developmental)deformities)in)adult)legs,)wings,)and)
cuticle)(Cui)and)DiMario)2007).)Recently,)we)showed)that)the)more)substantial)
loss)of)Nopp140)induced)p53Windependent)apoptosis)in)larval)imaginal)diploid)
cells,)premature)autophagy)in)polyploid)gut)cells,)and)a)significant)accumulation)
of)phenoloxidase)A3)in)the)hemolymph,)which)likely)explains)the)formation)of)
melanotic)masses)prior)to)lethality.)The)apoptosis,)autophagy,)and)release)of)
phenoloxidase)can)all)be)linked)to)the)activation)of)Jun)aminoWterminal)kinase)
(JNK),)the)stressWresponse)kinase)(Chapter)2,)James)et)al.)2013).))
To)examine)intracellular)phenotypes)(ribosomopathies))resulting)from)the)
loss)of)Nopp140,)we)induced)interWchromosomal)recombination)between)
piggyBac)(pBac))transposable)elements)that)flanked)the)Nopp140)gene,)thus)
deleting)the)gene.)The)Nopp140)gene)in)Drosophila*melanogaster)resides)within)
the)centromereWproximal)region)87F4)on)the)left)arm)of)chromosome)3.)The)gene)
produces)two)experimentally)confirmed)splice)variants)that)are)identical)in)their)
first)583)amino)acid)residues,)after)which)their)carboxyl)domains)differ)
(Waggener)and)DiMario)2002).)Nopp140WTrue)is)the)canonical)orthologue)of)
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vertebrate)Nopp140h)its)carboxyl)domain)is)well)conserved)(64%)identical))with)
the)carboxyl)domain)of)human)Nopp140.)Conversely,)Drosophila)Nopp140WRGG)
contains)a)carboxyl)terminal)domain)rich)in)RGG)triWpeptide)repeats.)Similar)
RGGWrich)domains)are)common)to)several)RNAWassociated)proteins)(Thandapani)
et)al.)2013))such)as)the)nucleolar)methylWtransferase,)fibrillarin)(Ochs)et)al.)
1985),)and)the)vertebrate)preWrRNA)binding)protein,)nucleolin)(Ginisty)et)al.)
1999).)A)similar)Nopp140)isoform)with)a)carboxyl)RGGWrich)domain)has)been)
described)in)Trypanosomes)(Kelly)et)al.)2006).)Complete)deletion)of)the)
Drosophila)Nopp140)isoforms)induced)novel)intracellular)phenotypes)
(ribosomopathies))that)are)reported)here.)
3.2.Results.
3.2.1)Deleting)the)Nopp140)Gene)
We)deleted)the)Nopp140)gene)in)Drosophila*melanogaster)using)FLPW
FRT)recombination)between)upstream)and)downstream)FRTWbearing)pBac)
elements)on)homologous)third)chromosomes.)The)pBacWbearing)parental)fly)line,)
Nopp140e01407,)contained)an)RB+)element)440)base)pairs)(bp))upstream)of)the)
Nopp140)transcription)start)site,)while)fly)line)P5CDh1f04633)contained)the)WH6)
element)downstream)of)Nopp140)(Figure)3.1,)A).)Appropriate)orientations)of)RB+)
and)WH6)elements)were)necessary)to)initiate)flippaseWmediated)interWhomologue)
recombination)that)deleted)the)intervening)sequences)(see)Parks)et)al.)2004).)
While)the)particular)WH6)element)used)here)is)the)closest)to)the)RB+)element,)it)
resides)within)the)last)coding)exon)of)the)downstream)gene,)P5CDh1*(previously)
CG7145),)which)transcribes)in)the)convergent)direction)relative)to)Nopp140.)We))
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FIGURE)3.1.)FLPWFRTWmediated)Deletion)of)the)Nopp140)Gene)in)Drosophila*
melanogaster.)(A))The)Nopp140)gene)resides)within)cytological)region)78F4)
of)the)left)arm)of)chromosome)3.)P5CDh1)is)downstream)such)that)
transcription)of)the)two)genes)is)convergent)as)shown.)The)RB(+))pBac)
element)resides)approximately)440)bp)upstream)of)the)Nopp140)gene)in)fly)
strain)e01407.)The)WH(−))pBac)element)resides)within)the)last)exon)of)
P5CDh1)in)fly)strain)f04633.)The)Flippase)gene)was)introduced)on)the)X)
chromosome)and)induced)by)heat)shock.)FlippaseWmediated)recombination)
between)the)FRT)sequences)within)RB(+))and)WH(−))deleted)Nopp140)and)
the)3′)end)of)P5CDh1.)Oligonucleotide)pairs)for)diagnostic)PCRs)are)shown)
as)green,)blue,)and)red)arrows.)(B))The)hybrid)PCR)produced)a)6.1)kbp)
product)diagnostic)of)recombination)between)RB(+))and)WH(−))elements)only)
in)those)lines)heterozygous)for)the)Nopp140)gene)deletion)(see)Parks)et)al.)
2004).)The)leftWside)PCR)product)(lower)bandh)arrow)head))was)produced)
from)the)e01407)line)and)the)Nopp140)deletion)lines.)The)higher)band)
obtained)from)the)leftWside)PCR)was)unexpected)but)it)served)as)an)internal)
control.)The)rightWside)PCR)product)was)produced)from)the)f04633)line)and)
the)Nopp140)deletion)lines.)(C))Primers)specific)for)the)Nopp140)gene)were)
used)to)verify)the)Nopp140)gene)deletion)in)homozygous)larvae)hand)
selected)from)three)of)the)deletion)stocks,)KO107,*KO121,*and*KO127.)He)
(2011).)
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characterized)the)phenotype)of)larvae)homozygous)for)the)WH6)element)
(referred)to)as)WHW/W))(He)and)DiMario)2011b),)and)in)the)work)described)below)
we)consistently)compared)WHW/W)phenotypes)to)those)caused)by)the)
homozygous)deletion)(Nopp140W/W).)
We)recovered)approximately)75)chromosomes)that)potentially)carried)the)
Nopp140)gene)deletion.)These)chromosomes)were)initially)balanced)over)TM3*
as)we)examined)these)viable)heterozygous)larvae)by)genomic)PCR)for)the)
presence)of)the)hybrid)pBac)element)that)arises)from)recombination)between)the)
original)RB+)and)WH6)elements)(Figure)3.1,)B).)Of)the)75)chromosomes,)10)
appeared)to)have)undergone)recombination)that)deleted)the)Nopp140)gene)as)
predicted)(Figure)3.1,)A).)Four)representative)lines)(KO12,)KO107,)KO121,)and)
KO127))are)described)initially)(Figure)3.1,)B).)The)expected)hybrid)PCR)product)
of)6.1)kbp)could)originate)only)from)recombination)between)the)RB+)and)WH6)
pBac)elements)(see)Parks)et)al.)2004)h)we)found)this)product)only)in)the)deletion)
lines,)and)not)in*our)TM3/Et50)balancer)stock,)the)Nopp140e01407/TM3)stock)
(RB+),)or)in)the)P5CDh1f04633/TM3)stock)(WH6).))
Genomic)PCRs)on)either)side)of)the)hybrid)elements)verified)the)extent)of)
the)deletion)(Figure)3.1,)B).)The)left)sided)PCR)(Figure)3.1,)B,)green)primers))
generated)the)expected)800)bp)band)(Figure)3.1,)B,)green)arrowhead))that)
confirmed)the)left)boarder.)We)obtained)an)unexpected)PCR)product)of)850)bp)
from)all)the)stocks)including)the)TM3/Et50)stock,)indicating)this)band)had)nothing)
to)do)with)the)pBac)elements)or)the)recombination)eventsh)this)product)
essentially)served)as)an)internal)PCR)control.)The)right)sided)PCR)(Figure)3.1,)
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A,)red)primers))generated)the)expected)700)bp)band,)thus)confirming)the)right)
side)of)the)deletion.)The)parental)pBac)fly)lines)e01407)and)f04633)produced)the)
respective)left)and)right)PCR)products)as)expected)for)their)role)as)positive)
controls.)
To)further)verify)the)loss)of)the)Nopp140)gene,)we)again)performed)
genomic)PCRs)but)on)larvae)that)were)now)homozygous)for)the)Nopp140)gene)
deletion.)To)obtain)these)larvae,)which)die)in)the)second)instar)stage,)we)
balanced)the)particular)deletion)chromosome)(Nopp1406))over)TM36GFP,)and)
after)inter*se)crosses,)handWselected)homozygous)(Nopp140W/W))progeny)larvae)
that)lacked)GFP.)Genomic)PCRs)with)primers)specific)for)the)Nopp140)gene)
promoter)and)5’)coding)sequences)failed)to)produce)the)expected)800)bp)PCR)
product)in)three)representative)knock)out)lines)(KO107,)KO121,)and)KO127),)
while)control)w1118)(wild)type))and)WHW/W)larvae)produced)the)expected)800)bp)
PCR)product)(Figure)3.1,)C).)) )
3.2.2)Loss)of)Nopp140)Gene)Products)
Since)the)three)Nopp140)deletion)lines)(Figure)3.1,)C,)KO107,)KO121,)
and)KO127))displayed)similar)growth)arrest)phenotypes)(see)below),)subsequent)
analyses)were)performed)using)only)the)KO121)line.)To)demonstrate)the)loss)of)
Nopp140)transcripts,)we)performed)reverse)transcriptaseWPCR)using)
homozygous)KO121)larvae)(Nopp140W/W))that)were)aged)for)3)days)post)egg)
laying)(PEL).)Nopp140)mRNA)levels)were)absent)in)the)Nopp140W/W)larvae)
(Figure)3.2,)A).)
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We)next)examined)Nopp140W/W)larvae)at)day)4W6)PEL)for)the)presence)of)
the)Nopp140WRGG)protein,)using)an)isoformWspecific)polyclonal)antibody)that)had)
been)raised)previously)against)a)unique)peptide)sequence)within)the)carboxyl)
domain)of)Nopp140WRGG)(Cui)and)DiMario)2007).)As)expected,)the)antibody)
labeled)nucleoli)in)polyploid)cells)of)wild)type)(Figure)3.2,)BWD))and)WHW/W)(Figure)
3.2,)EWG))larval)midgut,)but)it)failed)to)label)nucleoli)in)the)midgut)of)Nopp140W/W)
larvae)(Figure)3.2,)HWJ),)and)in)other)polyploid)Nopp140W/W)cells)including)fat)body)
)
)
)
)
)
)
)
)FIGURE)3.2.)Loss)of)the)Nopp140)Gene)Products.)(A))RTWPCR)showed)the)
loss)of)Nopp140)mRNAs)in)Nopp1406/6)larvae)versus)wildWtype)(w1118))and)
WH6/6)larvae.)ActinW5C)transcripts)served)as)a)control.)(BWV))Phase)contrast,)
DAPI,)and)immunofluorescence)micrographs)showed)that)tissues)from)wildW
type)and)WH6/6)larvae)contained)Nopp140WRGG)as)detected)by)a)peptideW
specific)antibody)developed)by)Cui)and)DiMario)(2007),)while)tissues)from)
Nopp1406/6)lacked)Nopp140WRGG.)(BWD))WildWtype)polyploid)midgut)(MG))
cells.)(EWG))WH6/6*midgut)cells.)(HWJ))Nopp1406/6)midgut)cells.)Other)tissues)
included:)(K)and)L))wildWtype)polyploid)fat)body)(FB),)(M)and)N))Nopp1406/6)fat)
body,)(O)and)P))wildWtype)polyploid)Malpighian)tubules)(MT),)(Q)and)R))
Nopp1406/6)Malpighian)tubules,)(S)and)T))wildWtype)diploid)(2n))imaginal)
tissue,)(U)and)V))Nopp1406/6)diploid)brain)tissue.)While)nucleoli)in)various)
polyploid)tissues)from)Nopp1406/6)larvae)were)apparent)by)phase)contrast)
microscopy,)the)antibody)directed)against)Nopp140WRGG)failed)to)stain)
nucleoli.)Nopp140)localizes)to)Cajal)bodiesh)white)arrow)heads)point)to)Cajal)
bodies)that)were)apparent)in)some)wildWtype)and)WH6/6*nuclei.)Bar,)20)μm)for)
all)images.)He)(2011).)
)
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(Figure)3.2,)M)and)N),)Malpighian)tubules)(Figure)3.2,)Q)and)R),)and)in)the)
diploid)brain)cells)(Figure)3.2,)U)and)V).)PhaseWdark)nucleoli)in)the)polyploid)
Nopp140W/W)cells)were)present,)but)in)general)they)appeared)somewhat)smaller)
(Figure)3.2,)J).)Taken)together,)interWchromosomal)recombination)between)pBac)
elements)upstream)and)downstream)of)the)Nopp140)gene)successfully)deleted)
the)Nopp140)gene)(Figure)3.1),)which)resulted)in)the)loss)of)the)Nopp140)
mRNA,)the)Nopp140WRGG)isoform)(Figure)3.2),)and)presumably)the)Nopp140W
True)isoform)as)both)isoforms)are)encoded)by)the)single)copy)Nopp140)gene)
(Waggener)and)DiMario)2002).)Besides)nucleoli,)Nopp140)also)localizes)to)Cajal)
bodies,)and)this)is)evident)in)Figure)3.2,)E)and)K)(white)arrowheads).)
3.2.3)Phenotypes)Associated)with)Homozygous)WH6/6)Versus)Nopp1406/6)
Larvae)
)
The)pBac*WH6)element)used)to)delete)the)Nopp140)gene)lies)within)the)3’)
coding)region)of)P5CDh1,)the)gene)immediately)downstream)of)Nopp140,)but)
transcribed)in)a)convergent)manner.)P5CDh1*encodes)the)highly)conserved)
deltaW1WpyrrolineW5Wcarboxylate)dehydrogenase)(Hu)et)al.)1996h)Inagaki)et)al.)
2006),)a)mitochondrial)matrix)enzyme)(Small)and)Jones)1990h)Haslett)et)al.)
2004))required)for)normal)proline)breakdown)(Valle)et)al.)1974,)1979).)Mutations)
in)human)ALDH4A1,*which)encodes)P5CDh)cause)type)II)hyperprolinemia,)a)
syndrome)marked)by)mental)retardation)and)seizures,)perhaps)due)to)excess)
proline)(Geraghty)et)al.)1998).)The)WH6*element)used)here)disrupts)the)last)exon)
of)P5CDh1*such)that)the)carboxyl)83)amino)acids)are)missing.)This)deleted)
segment)normally)forms)a)homoWdimerization)domain)in)the)T.*themophilus)
enzyme)(Inagaki)et)al.)2006,)2007).)Previously,)we)showed)that)WHW/W)larvae)
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displayed)elevated)proline)levels)twice)that)of)wild)type)levels,)and)that)their)
mitochondria)were)swollen)by)1.5W)to)2Wfold)as)compared)to)mitochondria)in)wild)
type)larvae.)While)cristae)were)apparent)in)these)swollen)mitochondria,)their)
inner)matrices)appeared)empty)(He)and)DiMario)2011b).))
To)differentiate)phenotypes)caused)by)the)loss)of)Nopp140)versus)the)
truncation)of)P5CDh1)alone,)we)first)examined)the)lethality)phases)of)WHW/W)and)
Nopp140W/W*larvae.)We)again)used)inter*se)crosses)between)heterozygous)
Nopp140W/TM36GFP)flies)to)hand)select)homozygous)Nopp140W/W)embryos.)We)
did)the)same)to)generate)homozygous)WHW/W*embryos.)Wild)type)(w1118))embryos)
were)also)collected)from)stock)females.)All)three)genotypic)larvae)were)allowed)
to)develop)on)yeasted)agar)plates)for)up)to)six)days)PEL,)or)longer)in)some)
experiments.)The)survival)ratios)for)WHW/W)and)Nopp140W/W)at)different)
developmental)stages)were)recorded)and)normalized)to)w1118)(Figure)3.3,)A).)
WHW/W*and)Nopp140W/W)embryos)had)similar)hatching)rates)(39.3%)vs.)35.4%,)
respectively),)and)both)genotypes)had)similar)ratios)of)firstWinstar)larvae)
developing)to)the)secondWinstar)stage)(85.5%)vs.)82.8%,)respectively).)Wild)type)
w1118)larvae)and)WHW/W)larvae)continued)to)grow)within)the)six)day)PEL)period,)
while)Nopp140W/W)larvae)stopped)growing)by)day)3)PEL)(Figure)3.3,)B).)We)
counted)the)number)of)“teeth”)on)the)mouth)hooks)of)day)six)larvae)to)confirm)
their)developmental)stageh)w1118)and)WHW/W)larvae)had)8W10)teeth,)indicating)they)
had)reached)the)third)larval)instar)stage)(Bodenstein)1950).)Nopp140W/W)larvae,)
however,)had)only)2W3)teeth)by)day)6)PEL)indicating)they)arrested)in)the)second)
larval)instar)stage.)A)few)Nopp140W/W)larvae)lingered)to)day)8)PEL,)but)they)too))
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displayed)only)2W3)teeth.)Approximately)42%)of)WHW/W*first)instar)larvae)
developed)to)the)third)instar)stage.)Less)than)oneWthird)of)the)WHW/W)first)instar)
larvae)survived)to)the)pupal)stage)(Figure)3.3,)A).)All)WHW/W)pupae)failed)to)
eclose)as)adults.))
In)summary,)the)growth)and)lethality)profiles)suggest)that)the)Nopp140)
gene)deletion)(which)includes)the)Nopp140)gene)and)the)3’)coding)region)of)the)
P5CDh1)gene))induced)lethality)earlier)than)did)the)P5CDh1)gene)disruption)
alone)(WHW/W).)All)experiments)described)below)compare)intracellular)phenotypes)
in)both)Nopp140W/W)and)WHW/W)larvae)aged)to)day)5W6)PEL.)
)
FIGURE)3.3.)Lethality)Phases)and)Growth)Profiles)of)WildWtype)(w1118),)WH6/6,)
and)Nopp1406/6)Larvae.)(A))Hatching)rates)for)WH6/6)and)Nopp1406/6)embryos)
were)similar)at)approximately)37%.)The)majority)(84%))of)first)instar)WH6/6)and)
Nopp1406/6)larvae)survived)to)the)second)instar.)While)42%)of)the)WH6/6)first)
instar)larvae)survived)to)the)third)instar)stage,)none)of)the)Nopp1406/6)survived)
beyond)the)second)instar)stage.)None)of)the)WH6/6)or)Nopp1406/6)larvae)
survived)to)eclose)as)adults.)(B))Growth)profiles)of)wildWtype,)WH6/6,)and)
Nopp1406/6)larvae)over)time)expressed)as)days)postWegg)laying)(PEL).)He)
(2011).)
)
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3.2.4)Nopp140)is)Required)for)2’WOWmethylation)of)rRNA)
Fibrillarin)is)the)methylWtransferase)associated)with)C/D)snoRNPsh)it)
catalyzes)nucleotideWspecific)2’WOWmethylation)of)rRNA)within)the)dense)fibrillar)
component)of)nucleoli.)Nopp140)has)been)reported)to)associate)with)C/D)
snoRNPs,)perhaps)acting)as)a)chaperone)to)assist)their)delivery)to)nucleoli,)or)
perhaps)in)targeting)the)snoRNPs)to)their)respective)methylation)sites)within)the)
preWrRNA)(Isaac)et)al.)1998h)Yang)et)al.)2000).)To)investigate)the)possible)impact)
of)Nopp140)loss)on)C/D)snoRNPs,)we)first)examined)the)location)of)fibrillarin)by)
immunoWfluorescence)microscopy)using)the)mouse)mAb72B9)originally)directed)
against)mammalian)fibrillarin)(Reimer)et)al.)1987).)Fibrillarin)is)highly)conserved,)
and)this)antibody)efficiently)labels)Drosophila)nucleoli)(e.g.)McCain)et)al.)2006).)
The)antibody)labeled)nucleoli)of)midgut)cells)from)control)larvae)(wild)type*and))
WHW/W),)and)as)expected,)there)was)little)to)no)labeling)in)the)nucleoplasm)
(Figure)3.4,)A)and)D).)The)antibody,)however,)labeled)the)nucleoplasm)in)
Nopp140W/W)midgut)cells)(Figure)3.4,)G))despite)the)fairly)normal)appearance)of)
nucleoli)in)these)cells)(Figure)3.4,)I).)While)fibrillarin)remained)within)nucleoli)of)
wild)type)(Figure)3.4,)J))and)WHW/W)fat)body)cells)(Figure)3.4,)M),)fibrillarin)
redistributed)to)the)nucleoplasm)almost)completely)in)many)of)the)Nopp140W/W)fat)
body)cells)(Figure)3.4,)P).)Again,)nucleoli)in)Nopp140W/W)fat)body)cells)were)
present)and)they)appeared)normal)by)phase)contrast)microscopy.)We)conclude)
at)this)point)that)Nopp140)is)not)required)for)general)nucleolar)integrity,)but)it)is)
required)for)the)efficient)localization)of)C/D)snoRNPs)(fibrillarin))to)nucleoli,)or)
perhaps)their)retention)within)nucleoli.))
129)!
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
Treacle)is)a)vertebrateWspecific)nucleolar)protein)related)to)Nopp140)in)
structure)(Isaac)et)al.)2000,)reviewed)by)He)and)DiMario)2011a).)An)earlier)
report)showed)that)the)loss)of)treacle)inhibited)2’WOWmethylation)of)rRNA)
(Gonzales)et)al.)2005).)To)test)if)the)loss)of)Nopp140)in)Drosophila)also)affected)
2’WOWmethylation)in)preWrRNA,)we)used)a)reverse)transcriptase)PCR)(RTWPCR))
assay)(Dong)et)al.)2012))with)reduced)dNTPs)(0.5)or)1.0)µM))during)reverse)
transcription.)We)chose)three)closely)spaced)ribonucleotides)in)the)Drosophila)
18S)rRNA)(U1356,)G1358,)and)C1367))and)in)the)28S)rRNA)(A2634,)C2645)and)A2653))
that)were)previously)determined)to)undergo)2’WOWmethylation)(Yuan)et)al.)2003h)
Huang)et)al.)2005).)We)analyzed)these)sites)in)rRNA)isolated)from)Nopp140W/W,)
FIGURE)3.4.)AntiWfibrillarin)mAb)72B9)Labeling,)DAPI)Staining,)and)Phase)
Contrast)Microscopy.)Midgut)cells)from)(AWC))wildWtype,)(DWF))WH6/6,)(GWI))
Nopp1406/6)larvae)and)of)fat)body)cells)from)(JWL))wildWtype,)(MWO))WH6/6,)and)
(PWR))Nopp1406/6)larvae.)Midgut)cells)from)Nopp1406/6)larvae)contained)
nucleoli)that)appeared)smaller)and)denser)(f).)Fibrillarin)localized)exclusively)
to)nucleoli)in)wildWtype)(A)and)J))and)WH6/6*cells)(D)and)M),)while)fibrillarin)
redistributed)to)the)nucleoplasm)in)Nopp1406/6)midgut)(G))and)fat)body)(P))
cells.)Nucleoli)appeared)as)dark)holes)in)DAPI)stained)nucleih)arrows)in)(PWR))
show)nucleoli.)Bar,)20)μm)for)all)images.)
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WHW/W,)and)w1118)larvae.)The)technique)(Figure)3.5,)A))uses)a)reverse)primer)
complementary)to)rRNA)sequence)downstream)of)the)clustered)methylation)site)
for)first)strand)cDNA)synthesis.)Two)forward)primers)are)then)used)for)PCR))
amplificationh)one)forward)primer)is)upstream)(Forward)Upstream)or)FU))of)the)
methylation)sites,)and)the)second)is)downstream)(Forward)Downstream)or)FD))of)
the)methylation)sites)(Figure)3.5,)A).)The)FD)primer)controls)for)the)amount)of)
cDNA)generated)by)RT,)while)the)FU)primer)is)used)to)indirectly)measure)the)
degree)of)methylation.)Representative)triplicate)RTWPCRs)for)Nopp140W/W,)WHW/W,)
and)wild)type)(w1118))larvae)are)shown)for)the)18S)and)28S)sites)(Figure)3.5,)B)
and)C,)respectively).)The)ratios)of)FU)product)to)FD)product)are)presented)as)a)
bar)graph)(Figure)3.5,)D).)At)low)dNTP)concentrations,)the)methylated)residues)
caused)reverse)transcriptase)to)pause,)resulting)in)a)shorter)cDNA)product.)
Hence,)the)amount)of)FU)product)obtained)under)low)dNTP)concentrations)was)
inversely)related)to)the)amount)of)2’WOWmethylation)present)within)the)selected)
rRNA)sites.)Averages)with)standard)errors)from)three)biological)experiments)are)
shown)for)the)18S)and)28S)sites.)Loss)of)Nopp140)generated)approximately)four)
times)as)much)FU)product,)thus)indicating)that)methylation)at)the)18S)and)28S)
sites)was)suppressed)by)approximately)fourWfold)in)Nopp140W/W)larvae)as)
compared)to)the)same)sites)within)rRNA)isolated)from)wild)type)or)WHW/W*larvae.)
A)slight)accumulation)of)RTWPCR)product)from)WHW/W)28S)rRNA,)however,)
suggests)that)defective)mitochondria)may)contribute)partially)to)block)2’WOW
methylation.))
)
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FIGURE)3.5.)Loss)of)Nopp140)Impairs)2′WOWmethylation)of)18S)and)28S)
rRNA.)(A))Schematic)describing)the)RTWPCR)methodology)in)assessing)
methylation)of)clustered)nucleotides)within)Drosophila)rRNA.)FirstWstrand)
cDNA)synthesis)by)RT)should)be)impaired)at)2′WOWmethylated)nucleotides)
when)dNTPs)are)in)low)concentrations)(0.5)or)1.0)μM).)The)PCR)forward)
downstream)(FD))primer)served)as)a)control)to)measure)the)amount)of)firstW
strand)cDNA)produced)in)the)RT)reaction.)The)PCR)forward)upstream)(FU))
primer)measured)how)much)firstWstrand)cDNA)was)produced)as)RT)attempted)
to)pass)through)the)potentially)methylated)ribonucleotides.)Subsequent)PCRs)
were)run)in)triplicate.)(B))Representative)gels)from)one)of)three)biological)
replicates)that)measured)the)degree)of)2′WOWmethylation)at)clustered)
methylation)sites)within)the)18S)rRNAs)from)wildWtype)(w1118),)WH6/6,)and)
Nopp1406/6)larvae.)(C))Representative)gels)from)one)of)three)biological)
replicates)that)measured)2′WOWmethylation)of)the)28S)rRNA)from)wildWtype)
(w1118),)WH6/6,)and)Nopp1406/6)larvae.)RT)reactions)used)1.0)μM)dNTPs.)(D))
Gel)bands)were)scanned)and)quantified)using)ImageJ.)Values)for)the)FUW
primed)product)were)normalized)to)values)for)FDWprimed)products)and)
expressed)as)a)bar)graph)below)the)respective)gels.)The)FDWprimed)control)
PCR)product)for)all)three)genotypes)remained)constant,)while)reduced)FUW
primed)PCR)product)indicated)methylation)in)rRNA)isolated)from)wildWtype)
(w1118))and)WH6/6)larvae.)Accumulation)of)FUWprimed)product)indicated)a)
significant)loss)of)methylation)in)rRNA)from)Nopp1406/6)larvae)compared)to)
both)wild)type)and)WH6/6)(p<0.05).)Error)bars)are)±)standard)errors,)calculated)
from)combining)the)three)biological)replicates)with)their)respective)PCR)
outputs.)
)
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Overall,)we)conclude)that)loss)of)Nopp140)inhibits)2’WOWmethylation)within)
rRNA,)perhaps)due)to)the)redistribution)of)fibrillarin)(box)C/D)snoRNPs))to)the)
nucleoplasm.))
3.2.5)Loss)of)Nopp140)Induced)Formation)of)Aberrant)Cytoplasmic)Granules)
We)used)toluidine)blue)staining)with)bright)field)light)microscopy)and)
transmission)electron)microscopy)(TEM))to)determine)if)ribosome)abundance)
changed)due)to)the)loss)of)Nopp140.)We)concentrated)on)polyploid)cells)of)the)
midgut)isolated)from)Nopp140W/W,)WHW/W,)and)w1118)larvae)(Figure)3.6))since)this)
was)the)most)abundant)tissue)available)in)Nopp140W/W)larvae.)In)preparing)thin)
sections)for)TEM)we)routinely)prepare)thick)sections)(0.5)µm))first)and)examine)
them)by)bright)field)light)microscopy)after)routine)toluidine)blue)staining,)a)basic)
dye)used)to)stain)ribosomes)and)RNA)(Feder)and)Wolf)1965h)Easton)et)al.)2010).)
Toluidine)blue)stained)the)cytoplasm)and)nucleoli)of)wild)type)midgut)cells)
metachromatically)(dark)purple))as)expected)(Figure)3.6,)A).)The)cytoplasm)in)
Nopp140W/W)midgut)cells,)however,)was)only)weakly)stained)by)the)dye)(Figure)
3.6,)B))suggesting)a)lack)of)rRNA)(ribosomes))in)the)cytoplasm.)Nucleoli)in)these)
Nopp140W/W)cells)maintained)intense)metachromatic)staining,)and)in)general)
appeared)no)different)than)the)nucleoli)in)wild)type)cells.)
At)the)TEM)level,)wild)type)cells)showed)abundant)cytoplasmic)ribosomes)
(Figure)3.6,)C),)both)free)and)associated)with)the)endoplasmic)reticulum)(rER).)
Mitochondrial)matrices)in)these)cells)typically)appeared)dark)with)cristae)
apparent)based)upon)the)orientation)of)the)mitochondria)relative)to)the)plane)of)
sectioning.)Conversely,)Nopp140W/W)cells)were)deficient)in)free)cytoplasmic))
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FIGURE)3.6.)Bright)Field)Light)Microscopy)and)TEM)analysis)of)Nopp1406/6)
Cells)Compared)to)WildWtype)and)WH6/6)Cells.)(A))A)thick)section)(0.5)μm))of)
midgut)taken)from)a)second)instar)wildWtype)larva)was)stained)with)toluidine)
blue.)The)cytoplasm)and)nucleoli)stained)intensely,)while)the)brush)boarder)
remained)unstained.)(B))A)thick)section)of)midgut)taken)from)a)second)instar)
Nopp1406/6)larva)stained)with)toluidine)blue.)While)nucleoli)stained)intensely,)
the)cytoplasm)was)essentially)devoid)of)stain.)(C))Two)polyploid)wildWtype)
(w1118))cells)separated)by)their)adjacent)plasma)membranes)running)
diagonally)through)the)image)showed)numerous)ribosomes)in)their)cytoplasm.)
Mitochondria)stained)darkly,)but)their)cristae)were)discernible.)The)nucleus)
(the)lower)left))lacked)virusWlike)particles.)(D))A)polyploid)cell)from)a))
Nopp1406/6)larva)appeared)deficient)in)cytoplasmic)ribosomes,)but)instead)
contained)numerous)dark)cytoplasmic)granules.)Mitochondria)appeared)
normal.)The)nucleus)(left))contained)many)scattered)virusWlike)particles)(white)
arrows).)(E))A)polyploid)cell)from)a)Nopp1406/6)larva)under)higher)
magnification.)The)cytoplasmic)granules)appeared)to)have)a)dense)spherical)
core)with)ribosomes)attached)to)their)surfaces.)A)small)patch)of)rER)indicates)
some)functional)ribosomes)were)still)present.)(F))A)polyploid)cell)from)a)WH6/6)
larva)contained)substantial)free)ribosomes)and)rER)within)the)cytoplasm.)
Conversely,)the)mitochondria)appeared)swollen)with)depleted)matrices)(see)
He)and)DiMario)2011b).)
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ribosomes)(Figure)3.6,)D).)Instead,)the)cytoplasm)of)Nopp140W/W)cells)contained)
numerous)electron)dense)granules)that)measured)40W50)nm)in)diameter.)Under)
higher)magnification)(Figure)3.6,)E),)the)granules)appeared)to)consist)of)a)central)
electron)dense)core)and)what)appear)to)be)aggregated)ribosomes)on)their)
surfaces.)Most)importantly,)the)granules)were)specific)to)Nopp140W/W)cells,)as)
neither)wild)type)cells)(Figure)3.6,)C))nor)WHW/W)cells)(Figure)3.6,)F))contained)
these)granules.)We)have)yet)to)identify)these)granules)with)certainty,)but)we)
consider)possibilities)in)the)Discussion.))
Besides)the)cytoplasmic)granules,)Nopp140W/W)cells)contained)unusually)
high)numbers)of)virusWlike)particles)in)their)nuclei)(white)arrows)in)Figure)3.6,)D).)
These)particles)are)likely)derived)from)the)expression)of)copiaWlike)
retrotransposon)elements)(Akai)et)al.)1967h)Rubin)1983h)Finnegan)1985h)Miyake)
et)al.)1987).)The)virusWlike)particles)can)appear)dispersed)as)they)do)in)the)
nucleus)of)Figure)2.2,)D,)but)they)usually)appeared)in)tightly)aligned)clusters)in)
most)Nopp140W/W)nuclei)(not)shown).)The)occurrence)of)a)few)virusWlike)particles)
is)common)in)the)nuclei)of)wild)type)laboratory)stocks,)so)the)unusually)high)
numbers)observed)in)the)Nopp140W/W)cells)suggested)cell)stress)(Strand)and)
McDonald)1985).)The)morphology)of)the)virusWlike)particles)apparent)in)
Nopp140W/W)nuclei)is)distinctly)different)from)the)morphology)of)the)electron)dense)
granules)found)exclusively)in)the)cytoplasm)of)Nopp140W/W)cells,)but)at)this)time)
we)do)not)believe)the)nuclear)particles)are)directly)related)to)the)cytoplasmic)
granules.)While)virusWlike)particles)have)been)observed)in)the)cytoplasm)of)
Drosophila)cells,)their)morphology)remains)unchanged)from)that)of)the)nuclear)
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particlesh)both)nuclear)and)cytoplasmic)virusWlike)particles)show)an)electron)
dense)coat)surrounding)a)less)dense)interior)(Felluga)et)al.)1971).))
As)expected,)homozygous)WHW/W*cells)were)enriched)with)cytoplasmic)
ribosomes,)both)free)and)ERWbound)(Figure)3.6,)F).)However,)their)mitochondria)
were)abnormally)swollen,)and)while)cristae)remained)visible,)their)matrices)
appeared)empty.)These)mitochondrial)phenotypes)were)previously)attributed)to)
the)pBac)WH6)insertion)in)P5CDh1*(He)and)DiMario)2011b).)Interestingly,)these)
abnormal)mitochondrial)phenotypes)did)not)appear)in)Nopp140W/W*cells)(Figure)
3.6,)D))(see)Discussion).)
3.2.6)Metabolic)Labeling)to)Assay)Ribosome)Function)
Thus)far)we)have)shown)that)Nopp140W/W)cells)contain)reduced)amounts)of)
cytoplasmic)rRNA)by)toluidine)blue)staining)and)reduced)amounts)of)cytoplasmic)
ribosomes)by)TEM)analysis.)To)pursue)this)further)we)first)showed)that)the)
relative)abundance)of)ribosomal)protein)RpL34)in)day)5W7)PEL)Nopp140W/W)
second)instar)larvae)(Figure)3.7,)A,)lane)1))was)reduced)compared)to)wild)type)
second)instar)larvae)and)third)instar)larvae)(lanes)3)and)4,)respectively),)and)to)
WHW/W)third)instar)larvae)(lane)2).)A)companion)SDSWpolyacrylamide)gel)showed)
fairly)equal)loads)of)larval)lysateh)in)particular,)the)actin)band)at)42)kDa)was)
comparable)in)each)lane.)The)loss)of)RpL34)agrees)well)with)previously)
published)results)on)the)RNAiWmediated)depletion)of)Nopp140)(Chapter)2,)James)
et)al.)2013).)
We)next)used)metabolic)labeling)as)described)(Chapter)2,)James)et)al.)
2013))to)test)the)functionality)of)the)ribosomes)that)remain)in)Nopp140W/W)cells)) )
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FIGURE)3.7.)Immunoblot)Analysis)of)RpL34)and)Metabolic)Labeling.)(A))A)
specific)antibody)showed)a)loss)of)RpL34)in)Nopp1406/6)compared)to)WH6/6)
and)wildWtype)lysates)(Abgent,)AP13207cev20).)The)band)migrating)at)42)kDa,)
which)corresponds)to)actin,)was)used)from)the)companion)CoomassieWstained)
gel)to)determine)equal)loading)of)protein)lysates.)(B))Metabolic)protein)labeling)
was)significantly)reduced)in)second)instar)Nopp1406/6)larvae)compared)to)
second)instar)wildWtype)(w1118))larvae.)Conversely,)metabolic)protein)labeling)
was)similar)between)third)instar)WH6/6)and)wildWtype)(w1118))larvae.)The)entire)
experiment)was)performed)three)times.)TwoWtailed)p)values)were)equated)
using)t)test)analysis)(paired)two)sample)for)means).)Error)bars)are)±)standard)
error.)
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compared)to)wild)type)and)WH6/6)larvae)(Figure)3.7).)Metabolic)protein)labeling)
was)performed)by)measuring)the)incorporation)of)35SWlabeled)amino)acids)into)
newly)synthesized)proteins)during)a)30)minute)pulse.)The)amount)of)newly)
synthesized)protein,)reported)as)TCAWprecipitable)CPM)per)larva)(Figure)3.7,)B),)
was)significantly)reduced)in)Nopp1406/6)larvae)compared)to)similarly)sized)
second)instar)wild)type)(w1118))larvae.)The)complete)loss)of)Nopp140)led)to)a)
50%)reduction)of)protein)synthesis)compared)to)wild)type.)We)also)compared)
TCAWprecipitable)CPM)per)third)instar)WH6/6)larva)and)per)third)instar)wild)type)
(w1118))larva,)but)we)found)no)significant)difference.)We)conclude)that)a)total)loss)
of)Nopp140)leads)to)depletion)of)functional)ribosomes,)resulting)in)a)50%)
reduction)in)protein)synthesis.)
3.3.Discussion.
We)know)that)ribosomal)RNA)is)produced)in)Nopp140W/W)cells)and)that)
normal)processing)rRNA)intermediates)are)present)(Figure)3.6,)Bh)He)et)al.)
2014).)This)suggests)that)nucleoli)in)Nopp140W/W)larvae)are)working)at)least)
partially,)despite)the)general)loss)of)cytoplasmic)ribosomes.)Ribosomal)subunits)
may)be)assembled)improperly)in)the)absence)of)Nopp140h)for)example)
insufficient)rRNA)methylation)(Figure)3.5))may)disrupt)proper)assembly)or)
function.)Defective)cytoplasmic)ribosomes)would)then)be)degraded)by)P)bodies)
for)the)small)ribosomal)subunits)and)by)proteasomes)for)the)large)ribosomal)
subunits)(Lafontaine,)2009).)The)electron)dense)cytoplasmic)granules)that)we)
see)in)Nopp140W/W)cells)(Figure)3.6,)D)and)E))(discussed)below))may)be)the)key))
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in)explaining)how)the)ribosomes)are)lost)in)these)cells,)leading)to)reduced)protein)
synthesis)(Figure)3.7).)
3.3.1)Nopp140)gene)deletion)versus)P5CDh1)gene)disruption)
We)previously)described)the)organismal)phenotypes)caused)by)RNAiW
depletion)of)Nopp140)in)Drosophila)(Cui)and)DiMario)2007h)James)et)al.)2013).)
Here)we)focused)on)intracellular)phenotypes)caused)by)deleting)the)Nopp140)
gene.)We)necessarily)had)to)delete)the)3’)exon)of)the)downWstream)gene,)
P5CDh1,)to)generate)the)deletion.)Therefore,)we)differentiated)phenotypes)
caused)by)the)WH6)pBac)disruption)in)P5CDh1*alone)versus)phenotypes)caused)
by)the)deletion)that)eliminated)Nopp140*and)the)3’)end)of*P5CDh1.)Briefly,*
Nopp140W/W)larvae)arrested)in)the)second)instar,)while)most)WHW/W)larvae)
developed)furtherh)Nopp140W/W)larvae)were)severely)deficient)in)cytoplasmic)
ribosomes)compared)to)WHW/W)larvae,)and)unlike)WHW/W)larvae,)Nopp140W/W)larvae)
displayed)abnormal)cytoplasmic)granules.)Conversely,)mitochondria)in)Nopp140W
/W)larvae)appeared)normal)at)the)ultraWstructural)level,)suggesting)that)abnormal)
mitochondrial)phenotypes)had)yet)to)display)in)Nopp140W/W)larvae)by)day)6)PEL.)
Although)not)tested,)maternal)full)length)P5CDh1)enzyme)may)have)persisted)
long)enough)to)maintain)normal)mitochondrial)morphology)in)the)Nopp140W/W)
larvae.)Alternatively,)the)predicted)P5CDh1)truncation)may)have)been)under))
produced)in)Nopp140W/W)larvae)due)to)the)loss)of)ribosomes)and)protein)
synthesis.))
)
)
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3.3.2)PreWrRNA)modifications)
Nopp140)has)been)described)as)a)chaperone)for)the)initial)delivery)of)C/D)
snoRNPs)to)nucleoli)or)for)their)proper)interactions)with)target)methylation)sites)
within)the)preWrRNA.)We)showed)that)fibrillarin)localized)variably)to)the)
nucleoplasm)of)Nopp140W/W)midgut)and)fat)body)cells.)Variable)redistributions)of)
nucleolar)proteins)like)fibrillarin)upon)nucleolar)stress)may)partially)explain)why)
human)ribosomopathies)affect)select)cells)(e.g.)bone)marrow)cells),)while)many)
other)cell)types)seem)to)remain)unaffected)(Narla)and)Ebert,)2010).)Preliminary)
results)show)that)other)nucleolar)and)nuclear)proteins)(nucleostemin)1)and)2,)
coilin))also)redistribute)upon)complete)loss)of)Nopp140)(Wang)and)DiMario,)in)
preparation).))
With)fibrillarin)redistributed)in)Nopp140W/W)cells,)we)tested)for)proper)2’WOW
methylation)of)clustered)nucleotides)within)18S)and)28S)rRNA)regions.)Loss)of)
Nopp140)led)to)at)least)a)threeWfold)and)as)much)as)eightWfold)reduction)in)
methylation)at)these)sites)compared)to)wild)type)and)WHW/W)controls.)However,)
the)halfWlife)of)ribosomes)is)several)days)(Liebhaber)et)al.)1978),)and)maternal)
ribosomes)derived)from)Nopp140W/TM36GFP)mothers)may)still)be)present)in)their)
Nopp140W/W*progeny.)Since)the)balanced)stock)is)healthy,)these)maternal)
ribosomes)should)be)functionalh)therefore,)we)expect)any)remaining)maternal)
ribosomes)to)have)normal)rRNA)methylation)patterns.)If)these)maternal)
ribosomes)can)endure)to)day)5W6)PEL,)our)measured)reductions)in)the)
methylation)of)Nopp140W/W)rRNA)would)be)underWestimated.)To)our)knowledge,)
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this)is)the)first)report)showing)that)Nopp140)is)required)for)2’WOWmethylation)of)
preWrRNA.)
Treacle)is)the)vertebrate)nucleolar)phosphoprotein)related)to)Nopp140)
(Isaac)et)al.)2000)h)it)too)is)required)for)2’WOWmethylation)of)C427)in)the)Xenopus)
18S)rRNA)(Gonzales)et)al.)2005).)Mutations)in)Tcof1)which)encodes)treacle,)lead)
to)the)Treacher)CollinsWFranceschetti)Syndrome)(Dixon)1996h)Dixon)et)al.)2006h)
Trainor)et)al.)2009).)Interestingly,)Tcof1+/W)mouse)embryos)with)either)a)CBA)or)
a)C57BL/6)genetic)background)are)deficient)in)preWrRNA)methylation,)and)these)
embryos)die.)Conversely,)Tcof+/6)embryos)with)a)BALB/c)background)maintain)
normal)preWrRNA)methylation,)and)these)embryos)develop)normally.)Thus,)
unknown)genetic)factors)within)the)BALB/c)genome)likely)contribute)to)rRNA)2’W
OWmethylation.))
Nopp140)has)also)been)described)as)a)chaperone)for)H/ACA)snoRNPs)
(Meier)and)Blobel)1994h)Yang)et)al.)2000h)Wang)et)al.)2002).)We)tried)several)
times)to)measure)the)degree)of)pseudouridylation)at)clustered)sites)in)both)the)
18S)and)28S)rRNAs)from)Nopp140W/W)larvae)using)established)techniques)
(Ofengand)and)Bakin)1997h)Wilkinson)et)al.)2006),)but)we)consistently)observed)
normal)pseudouridylation)in)the)absence)of)Nopp140.)Wang)et)al.)(2002))showed)
that)in*vitro)pseudouridylation)by)H/ACA)snoRNPs)occurred)normally)in)the)
absence)of)Nopp140.)Gonzales)et)al.)(2005))also)showed)that)while)2’WOW
methylation)was)impaired)in)Tcof1+/W)mouse)embryos)with)a)CBA)genetic)
background,)pseudouridylation)of)U1642)in)the)18S)region)was)unaffected)by)
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treacle)haploWinsufficiency.)Thus)Nopp140)and)treacle)appear)to)function)in)2’WOW
methylation)rather)than)in)pseudouridylation.)
3.3.3)Aberrant)cytoplasmic)granules)in)Nopp140W/W)cells)
The)electron)dense)granules)that)appear)in)the)cytoplasm)of)Nopp1406/6)
cells)could)be)P)bodies,)neuronalWlike)RNA)granules,)stress)granules,)hybrids)of)
these)granules)(Buchan)and)Parker)2009),)or)even)proteasomes.)P)bodies)are)
cytoplasmic)foci)that)participate)in)5’→3’)exonuclease)digestion)of)unWcapped)
mRNAs,)in)nonsenseWmediated)decay)of)mRNAs,)and)in)microWRNAWinduced)
translation)silencing)(Eulalio)et)al.)2007).)P)bodies)normally)recycle)small)
ribosomal)subunits)(LaFontaine)2009).)The)granules)in)Nopp140W/W)cells)
measured)40W50)nm)in)diameter,)and)they)appear)to)have)ribosomes)bound)to)
their)surfaces)(Figure)3.6,)E).)P)bodies)measure)about)100W300)nm)in)HeLa)cells)
(Eystathioy)et)al.)2002h)Yang)et)al.)2004),)and)they)lack)large)ribosomal)subunits.)
Neuronal)granules)on)the)other)hand,)contain)ribosomes,)but)they)range)in)size)
from)150)to)1000)nm)(Krichevsky)and)Kosik)2001).)Stress)granules)contain)small)
ribosomal)subunits)(Anderson)and)Kedersha)2008h)Buchan)and)Parker)2009),)
but)they)too)are)much)larger)in)size)(e.g.)Souquere)et)al.)2009).)Granules)that)
come)closest)in)size)and)morphology)to)those)we)see)in)Nopp140W/W)cells)are)
heat)shock)(stress))granules)found)in)tomato)cells)(Nover)et)al.)1983,)1989).))
We)continue)our)efforts)at)identifying)these)electron)dense)cytoplasmic)
granules)in)Nopp140W/W)cells.)Preliminary)immunoWfluorescence)data)(not)shown))
suggests)that)an)antibody)directed)against)the)Drosophila)decapping)protein)1)
(DCPW1,)Barbee)et)al.)2006),)a)marker)for)processing)(P))bodies,)labels)granules)
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in)the)cytoplasm)of)Nopp140W/W)midgut)cells)preferentially)compared)to)wild)type)
midgut)cells,)but)this)same)antibody)failed)to)completely)label)the)electron)dense)
granules)in)Nopp140W/W)cells)by)immunoWgold)labeling.)Compounding)the)problem)
in)identifying)the)electron)dense)granules,)other)tissues)(Malpighian)tubules,)fat)
body))in)Nopp140W/W)larvae)failed)to)show)convincing)immunoWfluorescence)
labeling)with)the)antiWDCPW1.)We)also)tried)antibodies)against)FMR1,)a)marker)
protein)for)stress)granules)(Sheth)and)Parker)2003),)but)these)antibodies)failed)
to)show)a)convincing)signal)above)background.)We)are)currently)exploring)the)
possibility)that)the)granules)in)Nopp140W/W)cells)are)related)to)proteasomes)that)
are)known)to)recycle)the)large)ribosomal)subunit)(LaFontaine)2009).)Despite)the)
uncertainty,)we)propose)that)formation)of)these)granules)is)related)to)nucleolar)
stress,)and)that)their)formation)be)ascribed)as)an)intracellular)ribosomopathy)
(Narla)and)Ebert)2010),)or)a)defective)ribostasis)(Ramaswami)et)al.)2013).)
3.4.Materials.and.Methods.
3.4.1)Fly)stocks)
Strains)used)in)this)study)included)the)w1118)line)(Bloomington)stock)
#3605))which)we)use)as)a)wild)type)control,)the)second)chromosome)balancer)
stock)w*/w*h)Sp1/CyO)originally)from)W.)M.)Saxton)(Indiana)University),)the)
second)chromosome)GFPWbalancer)stock)w6/w6h*Pin1/CyO,*P{Gal46Kr.C},P{UAS6
GFP.S65T}*(Bloomington)stock)#5194,)abbreviated)here)simply)as)CyO6GFP),)
the)third)chromosome)balancer)stock)w–/w–h)ScmEt50)e/TM3*Sb1,)Ser)originally)
from)J.)A.)Simon)(University)of)Minnesota))and)abbreviated)here)as)TM3/Et50,)the)
third)chromosome)balancer)stock)w6/w6h*Sb/Tm3,*Ser,*Act6GFP)(Bloomington)
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stock)#4534,)abbreviated)here)simply)as*TM36GFP),)the)flippaseWencoding)stock)
P{hsFLP}1,*y1,*w1118,*DrMio/TM3,)ry**Sb1)(Bloomington)stock)#7),)and)the)
homozygous)daughterless6GAL4)driver)line)(Bloomington)stock)#8641).)The)two)
PiggyBac)(pBac))lines)used)for)recombination)were)Nopp140e01407/e01407*
containing)an)RB+)pBac)element)and)P5CDh1f04633/TM6)containing)a)WH6)pBac)
element.)Both)lines)were)obtained)from)the)Exelixis)collection)at)Harvard)
University.)Flies)were)maintained)on)standard)fly)food)at)room)temperature)(22W
24°)C).)
3.4.2)Deleting)the)Nopp140)gene)
We)used)the)FLP/FRT)method)described)by)Parks)et)al.)(2004))to)delete)
the)Nopp140)gene)(Figure)3.1).)The)technique)used)two)pBac)elements)that)
contained)Flippase)Recognition)Target)(FRT))elements.)Male)flies)bearing)RB+*
were)crossed)to)females)from)the)hsFLP)(X)chromosome))stock.)Progeny)males)
carrying)both)hsFLP)and)RB+)were)then)crossed)to)P5CDh1f04633/TM3)females)in)
bottles.)This)cross)was)maintained)for)an)initial)48)hours,)after)which)progeny)
embryos)and)larvae)with)parents)still)present)were)subjected)to)a)one)hour)heatW
shock)at)37°)C)to)induce)flippase)expression.)The)parents)were)removed)after)72)
hours)of)mating,)at)which)time)the)progeny)were)again)subjected)to)a)one)hour)
heatWshock)at)37°)C)and)then)identical)heat)shocks)on)four)subsequent)days.)
Progeny)were)raised)to)adults,)and)newly)eclosed)females)were)crossed)to)the)
3rd)chromosome)balancer)stock,)TM3/Et50.)
)
)
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3.4.3)Genomic)PCRs)to)verify)Nopp140*gene)deletion)
Genomic)DNA)was)extracted)according)to)the)protocol)provided)by)the)
Berkeley)Drosophila)Genome)Project)
(http://www.fruitfly.org/about/methods/inverse.pcr.html).)TwoWsided)and)hybrid)
PCR)strategies)detected)and)verified)the)Nopp140)gene)deletion)(Figure)3.1,)A)
and)B).)Green)forward)and)reverse)PCR)primers)flanking)the)left)end)of)the)
recombinant)element)were)5’WCAGATCCAGTTGCTCGTAGGCATGGW3’)
(upstream)of)RB+))and)5’W)CATCGCTTTGCAGAAGAGCAGAGAGW3’)(within)
RB+).)Red)forward)and)reverse)PCR)primers)flanking)the)right)end)of)the)
recombinant)element)were)5’WTGACAATGTTCAGTGCAGAGACTCGW3’)(within)
WH6))and)5’AAACTGGTGCACACCTCTACCAAGW3’)(within)P5CDh1).)The)blue)
primer)for)the)hybrid)PCR)(Figure)3.1,)A))was)the)same)for)both)forward)and)
reverse)directionsh)the)sequence)was)5’WGACGCATGATTATCTTTTACGTGACW
3’)as)described)in)the)Supplementary)Methods)from)Parks)et)al.)(2004).)We)used)
Phusion)HighWFidelity)DNA)polymerase)(New)England)BioLabs))for)the)genomic)
PCRs.)
3.4.4)HandWselection)of)homozygous)Nopp140W/W)and)WHW/W)larvae)
Chromosomes)with)known)Nopp140*deletions)were)reWbalanced)over)
TM36GFP)to)establish)permanent)stocks.)Flies)from)these)stocks)were)crossed)
inter*se)to)generate)homozygous)Nopp140W/W)knockWout)progeny)embryos)and)
larvae)that)failed)to)fluoresce)green.)Since)the)WH6)transposon)in)parental)line*
P5CDh1f04633)resides)within)the)3’)coding)region)of)the)downstream)
P5CDh1gene,)homozygous)larvae)from)this)parental)line)(P5CDh1f04633/f04633,)
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expressed)here)simply)as)WHW/W))were)handWselected)in)the)same)manner.)
These)larvae)were)used)throughout)this)study)as)controls)to)differentiate)
phenotypes)related)to)the)P5CDh1*gene)disruption)versus)phenotypes)caused)by)
the)Nopp140)deletion.)We)used)w1118*larvae)as)‘wild)type’)controls.)
3.4.5)ImmunoWfluorescence)microscopy)
Tissues)from)staged)larvae)were)prepared)for)immunoWfluorescence)
microscopy)using)buffered)2%)paraformaldehyde)as)described)(de)Cuevas)et)al.,)
1996).)Primary)antibodies)included)a)guinea)pig)polyclonal)antibody)directed)
against)a)unique)peptide)sequence)within)the)carboxy)terminus)of)Nopp140WRGG)
(Cui)and)DiMario)2007))used)at)1/100,)and)the)mouse)monoclonal)antiWfibrillarin)
mAb72B9)(Reimer)et)al.)1987h)spent)hybridoma)supernatant)used)without)
dilution).)Secondary)antibodies)included)the)Alexa)Fluor)546)conjugated)goat)
antiWguinea)pig)IgG)(Molecular)Probes,)A11074),)an)AlexaWFluor)488)conjugated)
goat)antiWmouse)IgG)(Molecular)Probes,)A10667),)and)a)fluorescein)conjugated)
ImmunoWPure®)goat)antiWmouse)IgG)(Pierce,)31563).)We)routinely)used)these)
secondary)antibodies)at)1/250.)Tissues)were)counterWstained)with)4’,6WdiaminoW2W
phenylindole)(DAPI,)Polysciences))at)1)µg/ml)and)examined)by)conventional)
fluorescence)microscopy)using)a)Zeiss)Axioskop)equipped)with)a)SPOT)RTSE)
digital)camera.))
3.4.6)Transmission)Electron)Microscopy)
Larval)tissues)were)dissected)and)fixed)in)EMWgrade)2%)glutaraldehyde,)
1%)formaldehyde)in)0.1)M)cacodylate)buffer,)pH)7)for)1)hr,)and)then)rinsed)
overnight)in)0.1)M)cacodylate)buffer,)pH)7,)containing)4)mM)glycine.)Tissues)
148)!
were)postWfixed)with)2%)osmium)tetroxide)for)1)hr,)rinsed)twice)with)water)5)min)
each,)and)then)stained)with)0.5%)uranyl)acetate)in)the)dark)for)1)hr.)Tissues)
were)dehydrated)through)100%)ethanol)and)embedded)in)LR)White)plastic.)
Sections)were)prepared)using)a)Leica)EM)UC7)ultraWmicrotome.)Thick)sections)
(0.5)µm))were)mounted)on)glass)slides,)stained)with)0.5%)toluidine)blue)in)2.0%)
Na+)borate)using)a)warm)heating)plate,)washed)with)water,)air)dried,)and)viewed)
with)a)Zeiss)Axioskop.)Thin)sections)for)TEM)were)stained)with)Reynold’s)lead)
citrate)and)viewed)with)either)a)JEOL)100CX)TEM)operating)at)80)kv)or)a)JEOL)
JEMW1400)TEM)operating)at)120)kv.)We)used)standard)3)X)4)inch)Kodak)film)
with)the)100CX,)and)Gatan’s)Orius)sideWmount)or)UltraWscan)bottomWmount)digital)
cameras)with)the)JEMW1400.)The)3)X)4)inch)negatives)were)scanned)at)1200)dpi)
and)the)images)were)inverted.)All)digital)images)were)prepared)for)publication)
using)Adobe)Photoshop.)
3.4.7)Assessing)2’WOWmethylation)
We)used)the)reverse)transcriptaseWPCR)technique)of)Dong)et)al.)(2012))to)
determine)the)extent)of)2’WOWmethylation)on)clustered)nucleotides)within)the)18S)
and)28S)regions)of)rRNA)that)were)previously)determined)to)undergo)2’WOW
methylation)(Yuan)et)al.)2003h)Huang)et)al.)2005).)Total)RNA)was)isolated)from)
w1118,)WHW/W,)and)Nopp140W/W*larvae)using)TRIzol)(Invitrogen))as)described)by)the)
manufacturer.)RNA)concentrations)were)determined)by)measuring)the)
absorbance)at)260)nm)using)a)NanoDrop)spectrophotometer)(Thermo)Scientific).)
Total)RNA)(200)ng))was)used)for)reverse)transcription)using)MWMLV)reverse)
transcriptase)(Promega))with)dNTPs)set)at)0.5)µM,)1.0)µM,)or)400)µM.)Reverse)
149)!
transcriptase)hesitates)at)2’WOWmethylation)sites)in)the)presence)of)reduced)
dNTPs)(0.5)or)1.0)µM))and)fails)to)produce)full)length)cDNAs.)First)strand)cDNAs)
were)amplified)using)Taq)polymerase)(New)England)BioLabs))and)the)same)
reverse)primer)used)for)RT)extension)and)one)of)two)forward)primers:)one)
forward)primer)was)downstream)of)the)target)methylation)site,)and)the)other)was)
upstream)of)the)target)methylation)site)(see)Figure)3.5).)For)the)18S)target)site,)
the)cluster)of)methylated)nucleotides)included)U1356,)G1358,)and)C1367.)The)
reverse)primer)for)this)site)was)5’W
CCATTTAAGAAGCTAGTGTCCTTATAATGGGW3’,)the)forward)primer)upstream)
(FU))of)these)methylated)nucleotides)was)5’W
ACAGATTGATAGCTCTTTCTCGAATCW3’,)and)the)forward)primer)downstream)
(FD))of)these)methylated)nucleotides)was)5’WGTTCGTGGAGTGATTTGTCTGGW
3’.)We)used)0.5)µM)(and)400)µM)as)control))dNTPs)in)the)18S)RT)reaction.)For)
the)28S)target)site,)the)cluster)of)methylated)nucleotides)included)A2634,)C2645)
and)A2653,)the)reverse)primer)was)5’WTGGCTAGGAAATGATACACGTTCCW3’,)the)
forward)primer)upstream)(FU))of)these)methylated)nucleotides)was)5’W
TCTAATTAGTGACGCGCATGAATGW3’)and)the)forward)primer)downstream)(FD))
of)the)methylated)residues)was)5’WAGCGAAACCACAGCCAAGW3’.)We)used)1.0)
µM)(and)400)µM)as)control))dNTPs)in)the)28S)RT)reaction.)Three)biological)
experiments)were)performed)for)both)the)18S)and)28S)sites)with)all)PCRs)run)in)
triplicate.)PCRs)were)limited)to)25)cycles.)PCR)products)were)resolved)on)
agarose)gels,)stained)with)ethidium)bromide,)and)quantified)using)Image)Lab)
(BioRad))and)ImageJ)software.)The)bar)graphs)in)Figure)3.5)were)assembled)
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using)Microsoft)Excel.)TwoWtailed)P)values)were)equated)using)tWTest)analysis)
(paired)two)sample)for)means).)
3.4.8)Metabolic)labeling)
Methods)to)determine)relative)protein)synthesis)rates)in)wild)type,)WHW/W,)
and)Nopp140W/W)larvae)were)as)described)in)Chapter)2)(James)et)al.)2013))with)
minor)modifications.)Briefly,)40W60)second)instar)larvae)(Nopp1406/6)and)w1118))
and)10W20)third)instar)larvae)(WH6/6)and*w1118))were)dissected)in)Robb’s)A+B)
buffer)(Robb)1969))in)disposable)plastic)depression)slides.)All)liquid)was)
removed,)after)which)200)μL)of)Robb’s)A+B)and)10)μL)of)EXPRE35S35S)Protein)
Labeling)Mix)(PerkinWElmer,)NEG772002M,)10.0)mCi/ml))were)added.)The)
depression)slides)were)placed)in)a)moist)chamber)and)incubated)for)30)minutes)
at)room)temperature)with)gentle)shaking)to)distribute)the)35S)mix)evenly.)The)
number)of)larvae)used)per)experiment)was)carefully)counted.)To)determine)
incorporated)CPM,)300)μL)of)larval)lysate)was)combined)with)150)μL)dH2O,)150)
μL)of)2)mg/mL)BSA,)and)120)μL)100%)TCA.)The)mixture)was)incubated)on)ice)
for)30)minutes.)200)μL)of)this)precipitation)mixture)was)passed)through)a)vacuum)
filter)assembly)(SigmaWAldrich,)Z290475))containing)a)Whatman)25)mm)GFC)
glass)microfiber)filter,)so)that)there)were)three)filters)per)genotype.)Filters)were)
airWdried)and)placed)separately)into)10)mL)of)Scintiverse)(TM))BD)Cocktail)
(Fisher)Scientific).)CPM)was)determined)using)a)Beckman)LS)6000IC)scintillation)
counter.)The)final)CPM)per)sample)was)determined)by)taking)an)average)of)
these)three)filters.)The)CPM)per)larva)was)then)determined.)The)entire)
experiment)was)performed)three)times.)
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3.4.9)RTWPCRs)
Total)RNA)was)extracted)from)control)and)Nopp140W/W*larvae)using)TRIzol)
(Invitrogen))according)to)the)manufacturer's)recommendations.)The)RNA)was)
dissolved)in)diethyl)pyrocarbonateWtreated)water.)FirstWstrand)cDNA)synthesis)
was)performed)using)SuperScript)III)Reverse)Transcriptase)(Invitrogen))
according)to)the)manufacturer's)recommendations)with)either)oligo(dT))primers)
or)geneWspecific)primers.))
Specific)PCR)primer)sets)included)the)following:)Nopp140)geneWspecific)
forward)and)reverse)primers)were)5'WCTAGCCAAGGTTTTCCAGCAGAAGACW3')
(3’)end)of)exon)1))and)5'WGCTGGCTTAGTCTCCTCATCGGAGW3')(within)exon)
2).)Actin*5C)geneWspecific)forward)and)reverse)primers)were)5'W
CTCACCTATAGAAGACGAAGAAGTTGCTGCTCTW3')and)5'W
CTAACTGTTGAATCCTCGTAGGACTTCTCCAACGW3'.)
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CHAPTER.4..CONFIRMATION.AND.EXTENSION..
4.1.Introduction.
)In)Chapters)2)and)3,)we)utilized)lossWofWfunction)approaches)to)elucidate)
the)role)of)Nopp140,)either)by)RNAiWmediated)knockdown)or)gene)knockout.))In)
Chapter)2,)we)reported)that)Nopp140)is)required)in)diploid)imaginal)cells)(wing)
discs))for)cell)survival)and)proper)tissue)development.))To)confirm)and)extend)
upon)that)finding,)we)expressed)Nopp140WRNAi)in)a)different)precursor)cell)
population:)embryonic)brain)and)eye)disc)cells.)Additionally,)since)we)have)
observed)autophagy)and)JNK)activation)in)larvae)expressing)Nopp140WRNAi)
organismWwide,)we)assayed)the)activity)status)of)the)JNK)pathway)as)well)as)the)
activation)of)autophagy)at)the)geneWlevel)in)Nopp1406/6)larvae.)
Most)recently,)we)have)conducted)gainWofWfunction)experiments)involving)
the)expression)of)individual)Nopp140)isoforms.))OverWexpression)of)either)
Nopp140)isoform)organismWwide)is)lethal)(Cui)and)DiMario)2007),)so)we)first)
utilized)the)UASWGAL4)system)to)overWexpress)GFPWNopp140WRGG)or)GFPW
Nopp140WTrue)selectively)in)the)larval)wing)discs,)which)are)progenitor)cells)for)
the)adult)wings.)This)leads)to)a)nonWlethal,)scorable)phenotype)that)we)may)use)
to)assay)the)consequence)of)disrupting)the)balance)of)Nopp140)expression.))We)
also)assayed)RNA)Polymerase)I)activity)in)larvae)that)overWexpress)either)GFPW
Nopp140WTrue)or)GFPWNopp140WRGG)organismWwide.)
4.2.Nopp140.and.Eye.Development.
Expression)of)Nopp140WRNAi)in)the)wing)disc)(A96GAL4>UAS.C4.2,)
Figure)2.4))resulted)in)a)nonWlethal)phenotype,)so)we)wanted)to)see)if)knockdown)
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of)Nopp140)in)a)different)diploid)progenitor)cell)population)would)induce)a)similar)
result.))The)cross)in)Figure)4.1,)A)was)designed)to)express)shRNA)directed)
against)Nopp140)mRNA)under)the)control)of)the)eyeless)(ey))promoter.))As)is)the)
design)of)the)UASWGAL4)system)developed)for)use)in)Drosophila)melanogaster)
(Figure)1.5))(Brand)and)Perrimon)1993),)our)cross)allows)shRNAs)targeting)the)
common)5’)end)of)Nopp140)mRNAs)to)be)expressed)in)the)same)temporal)and)
spatial)pattern)as)the)endogenous)ey)gene.)ey)expression)varies)throughout)
development)of*D.*melanogaster.))ey)is)initially)expressed)in)the)embryonic)
ventral)nerve)cord,)primordial)cells)of)the)eye)imaginal)disc,)in)the)optic)lobes,)
and)certain)regions)of)the)brain)(Quiring)et)al.)1994).))ey)is)also)expressed)in)the)
embryonic)progenitor)cells)that)give)rise)to)the)mushroom)body)(MB))(Noveen)et)
al.)2000),)which)is)a)part)of)the)brain)involved)in)olfactory)learning)and)memory)
(Zars)et)al.)2000).)In)the)larval)stages,)ey)is)continually)expressed)in)the)
developing)eye)discs.))However,)in)the)third)larval)stage,)ey)expression)is)mostly)
restricted)to)the)portion)of)the)eye)disc)that)is)anterior)to)the)morphogenic)furrow)
(Halder)et)al.)1995).)
From)the)cross)described)in)Figure)4.1,)A,)F1)progeny)were)selected)
based)on)wing)phenotype:)straightWwinged)progeny)express)Nopp140WRNAi)in)
the)ey)pattern)(UAS6C4.2/ey6GAL4h*UAS6C3/+)*while)curlyWwinged)flies)were)
used)as)sibling)controls)(UAS6C4.2/CyOh*UAS6C3/+).))The)majority)of)Nopp140W
RNAi)expressing)flies)displayed)eyes)that)were)strikingly)small)and)malformed,)
measuring)almost)half)the)size)of)parental)stock)flies)(UAS6C4.2/UAS6C4.2h*
UAS6C3/UAS6C3)and)ey6GAL4/CyOh+/+))and)sibling)controls)on)average)(Figure))
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FIGURE)4.1.)Expression)of)Nopp140WRNAi)in)eyeless)Pattern.)
(A))ey6GAL4/CyO)flies)were)crossed)to)UAS6C4)homozygous)flies)at)27W28°)C)
for)efficient)knockdown)of)Nopp140.)The)Nopp1406RNAi)expressing)flies)(ey6
GAL4>UAS6C4))were)separated)from)sibling)controls)due)to)the)absence)of)
curly)wings.)UAS6C4)is)the)original)transgenic)stock)that)expresses)short)
hairpin)RNA)specific)for)the)common)5’)end)of)Nopp140)mRNAs)from)the)2nd)
and)3rd)chromosomes.)(B))Knockdown)of)Nopp140)in)the)ey)pattern)leads)to)a)
striking)reduction)in)adult)eye)size.)Bars)represent)the)average)eye)area)(in)
µm2))of)all)scored)fliesh)the)total)number)of)eyes)and)the)number)of)individual)
flies)scored)per)genotype)are)listed)at)the)bottom)of)the)graph.))Error)bars)are)
±)standard)deviation.)(CWF))Photos)representing)eye)size)and)morphology)
observed)per)genotype.)Bar)=)200)µm)for)all)photos.)!
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4.1,)BWF).))The)eye)phenotypes)of)Nopp140WRNAi)expressing)flies)ranged)from)a)
mild)almost)wildWtype)size,)to)more)severe,)displaying)very)few)ommatidia)(Figure)
4.1,)F).))In)addition)to)overall)smaller)eyes)in)Nopp140WRNAi)expressing)flies,)we)
often)observed)a)change)in)the)pattern)of)the)bristles)that)normally)protrude)
between)the)ommatidiah)the)bristles)were)short)and)not)uniform,)as)they)are)in)
wild)type)flies.)Also,)hairs)that)normally)surround)the)eye)are)misshapen)in)most)
Nopp140WRNAi)expressing)flies)(Figure)4.1,)F).))Additionally,)one)of)the)more)
extreme)eye)phenotypes)we)observed)had)unknown)structures)protruding)from)
the)center)of)the)eye)(Figure)4.1,)F,)bottom)panel).))We)noticed)that)the)severity)
of)the)eye)phenotype)correlated)to)the)age)of)the)cultureh)earlierWeclosing)
progeny)had)a)milder)phenotype)while)later)flies)had)more)extreme)eye)
malformations.)We)have)observed)this)change)in)phenotype)severity)before)
(Figure)2.3)h)we)assume)that)changes)in)nutrition)availability)as)the)culture)ages)
contribute)to)this)difference.)
At)this)time,)we)have)only)measured)the)eye)size)for)adult)flies)that)
express)Nopp140WRNAi)in)the)ey)patternh)since)shRNAs)against)Nopp140)
express)in)cell)types)other)than)the)eye)disc)using)this)system)(primordial)MB)
cells,)embryonic)ventral)nerve)cord))there)may)be)other)consequences)to)
disrupting)Nopp140,)either)developmental)or)behavioral,)that)we)have)not)yet)
observed)(see)Chapter)5).)
4.3.Expression.of.Stress.Related.genes.in.Nopp140)/).Larvae.
Immunoblots)probing)whole)larval)lysates)with)an)antiWpJNK)antibody)
indicated)that)JNK)is)activated)in)larvae)expressing)Nopp140WRNAi)organismW
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wide)(Figure)2.8).))To)determine)if)JNK)is)activated)in)Nopp1406/6)larvae)as)well,)
RTWPCR)experiments)were)conducted)using)primers)targeting)the)JNK,)puc,*and)
Actin5C)gene)products.)The)results)reported)in)Figure)4.2)are)represented)as)a)
ratio)of)the)geneWspecific)RTWPCR)product)to)the)Actin5CWspecific)product,)which)
is)used)here)as)a)control)for)the)amount)of)total)RNA)used)in)each)RTWPCR)
experiment.)JNK)expression)levels)are)near)equivalent)in)all)samples)(Figure)
4.2).))This)result)is)consistent)with)JNK’s)main)regulation)mechanism:)
phosphorylation)of)JNK)already)present.))Activated)JNK)(pJNK))phosphorylates)
the)transcription)factor)APW1)which)activates)the)expression)of)the)proWapoptotic)
hid)gene)(summarized)in)a)figure)in)Chapter)5))(RiesgoWEscovar)1996,)McNamee)
and)Brodsky)2009).)Another)gene)that)is)activated)by)pJNK)is)puc,)which)
encodes)a)phosphatase)that)affects)JNK’s)activity)in)a)negative)feedback)looph)
measuring)the)amount)of)puc)mRNA)present)in)Nopp1406/6)larvae)is)an)indirect)
yet)often)used)assessment)of)JNK’s)phosphorylation/activity)status)(McNamee)
and)Brodsky)2009,)Wu)et)al.)2009).))Compared)to)similarly)aged)wild)type)larvae)
(WT,)w1118),)puc)expression)in)Nopp1406/6)larvae)is)significantly)increased)
(Figure)4.2).))A)less)drastic)increase)in)puc)expression)was)observed)in)third)
instar)WH6/6)larvae)compared)to)similarly)aged)wild)type)(WT,)w1118))control)
larvae)(*p=0.0005)for)Nopp1406/6)vs.)w1118)and)◼p=0.03)for)WH6/6)vs.)w1118,)see)
Figure)4.2).))WH6/6)larvae)usually)die)within)the)third)instar)stage)and)puc)
expression)may)be)in)response)to)stress)induced)by)the)presence)of)swollen,)
presumably)nonWfunctional)mitochondria)(He)and)DiMario,)2011b)and)Figure)3.6).)
Puc)overexpression)in)Nopp1406/6)larvae)is)consistent)with)our)hypothesis)that)) )
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the)nucleolar)stress)response)induced)by)loss)of)Nopp140)involves)the)JNK)
pathway)(diagrammed)in)the)figure)in)Chapter)5)of)this)thesis).))
FIGURE)4.2.)JNK)Pathway)Activated)in)Nopp1406/6)Larvae.)JNK)expression)is)
constant)for)all)samples)tested.)JNK)activity,)however,)is)increased)in)
Nopp1406/6)larvae)compared)to)similarly)aged)wild)type)(WT,)w1118))controls.)
Expression)of)puc)is)a)commonly)used)measurement)of)JNK)activity.)(A))Bars)
represent)average)RTWPCR)products)of)JNK)or)puc*compared)to)that)of)
Actin5C.)Error)bars)are)±)standard)error.)*p=0.0005)comparing)2nd)instar)
Nopp1406/6*and)wild)type)(w1118))control.))◼p=0.03)comparing)3rd)instar)WH6/6)
and)wild)type)(w1118)*control.)p)values)=)oneWtailed)values)from)tWTest,)paired)
two)sample)for)means,)calculated)by)Microsoft)Excel.)(B))Representative)
agarose)gels,)with)Actin5C)control,)JNK,)and)puc)RTWPCR)products.)Four)
independent)experiments)were)performed)per)gene)and)PCR)reactions)were)
performed)in)triplicate.)))!
164)!
In)larvae)expressing)Nopp140WRNAi*organismWwide,)an)mCherryWAtg8a)
fluorescent)reporter)was)also)expressed)ectopically)to)visualize)autophagy)in)the))
polyploid)midgut)cells)(Figure)2.6).)The)genetic)crosses)to)introduce)the)
mCherryWAtg8a)construct)into)the)Nopp1406/6)background)are)currently)
underway,)so)we)first)conducted)RTWPCR)on)whole)larval)RNA)extracts)to)assay)
the)expression)of)three)genes)involved)in)the)autophagy)pathway)(Wu)et)al.)
2009).))Atg1)is)a)kinase)that)forms)a)complex)responsible)for)the)initiation)of)
phagophore)formation,)and)Atg18.2)is)a)member)of)the)Atg18)protein)family,)
which)is)responsible)for)further)assembly)of)the)phagophore)(Nagy)et)al.)2014).)
Atg8a)is)a)ubiquitinWlike)protein,)conjugated)to)phosphatidylWethanolamine))
(PE))to)both)the)inner)and)outer)autophagosome)membrane)leaflets)(Wu)et)al.)
2009,)Nagy)et)al.)2014).)Compared)to)similarly)aged)wild)type)controls)(w1118),)
the)expression)of)atg1,)atg18.2,)and)atg8a)were)significantly)increased)in)
Nopp1406/6)samples)(Figure)4.3).)Third)instar)WH6/6*and)w1118)samples)had)
mostly)comparable)expression)of)the)autophagyWrelated)genes.)The)expression)
of)atg8a)may)be)slightly)higher)in)WH6/W)larvae)compared)to)third)instar)w1118,)due)
to)stress)induced)by)the)loss)of)P5CDh1.)
Our)results)agree)with)previous)observations)made)by)Wu)et)al.)(2009),)
who)showed)that)expression)of)several)autophagyWrelated)genes)(including)atg1,)
atg18.2,)and)atg8a))occurs)in)D.*melanogaster)in)response)to)both)oxidative)
stress)(12h)paraquat)treatment))and)increased)activation)of)the)JNK)pathway)
(induced)by)overWexpression)of)Hep,)a)JNK)kinase).))JNKWdependent)activation)of)
atg)genes)is)very)likely)mediated)by)dWFOXO)(Juhász)et)al.)2007,)Wang)et)al.))
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FIGURE)4.3.))Autophagy)Gene)Expression)in)Nopp1406/6)Larvae)(atg1,)
atg18.2,)and)atg8a)*is)low)in)2nd)instar)wild)type)(w1118))larvae,)as)expected.))
However,)expression)of)these)genes)is)significantly)higher)in)Nopp1406/6)
larvae.))Expression)is)generally)comparable)between)3rd)instar)WH6/6*larvae)
and)wild)type)(w1118))controls.)(A))Bars)represent)average)RTWPCR)products)
using)atg16,*atg18.26,)or*atg8aWspecific)primers*compared)to)that)of)Actin5C.))
Error)bars)are)±)standard)error.)*p=0.0017,)p=0.0164,)◼p=0.0087)comparing)
2nd)instar)Nopp1406/6)and)w1118)control.)p)values)=)oneWtailed)values)from)tW
Test,)paired)two)sample)for)means,)calculated)by)Microsoft)Excel.)(B))
Representative)agarose)gels,)with)Actin5C)control,)atg1,)atg18.2,)and)atg8a)
RTWPCR)products.)Between)3)and)5)independent)experiments)were)performed)
per)gene,)and)PCR)reactions)were)performed)in)triplicate.)))!
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2005,)Chang)and)Neufeld)2010).)The)results)in)Figure)4.3)agree)with)our)
previously)reported)results,)describing)the)induction)of)autophagy)in)response)to)
loss)of)Nopp140)(Figure)2.6).)
4.4.OverZexpression.of.Nopp140.
) Since)all)of)the)experiments)described)above)involve)disrupting)the)
function)of)Nopp140)and)assaying)the)resultant)phenotypes,)we)wanted)to)take)
an)opposite)approach:)how)is)cell)homeostasis)disrupted)when)either)isoform)of)
Nopp140)is)over6expressed?))Fly)lines)that)allow)the)expression)of)GFPW
Nopp140WTrue)or)GFPWNopp140WRGG)under)UASWGAL4)control)were)made)
previously)in)our)lab)(Cui)and)DiMario)2007).))We)crossed)A96GAL4)females)
(Figure)4.4,)B))to)either)UAS6GFP6Nopp1406True)(Figure)4.4,)C))or)the)UAS6
GFP6Nopp1406RGG)(Figure)4.4,)D))males)at)27W28°)C)to)express)either)
Nopp140)isoform)selectively)in)the)wing)discs)of)all)progeny)(crosses)
diagrammed)in)Figure)4.4,)A).))The)consequence)of)Nopp140)overWexpression)
was)evident)in)wing)morphology)of)F1)progeny)adults.))Surprisingly,)the)wing)
phenotypes)differed,)depending)on)which)Nopp140)isoform)was)overWexpressed.)
OverWexpression)of)GFPWNopp140WTrue)induced)a)severe)phenotype)(i.e.)fragile,)
blistered,)crumpled)wings)with)an)extreme)curl)along)the)long)axis,)Figure)4.4,)E))
while)GFPWNopp140WRGG)overWexpression)led)to)a)milder)phenotype)(i.e.)
smooth)wings)with)a)slight)to)medium)curl)along)the)short)axis,)Figure)4.4,)F).))
The)number)of)progeny)scored)from)the)cross)described)in)Figure)4.4,)A)is)listed)
in)Figure)4.5)(grey)rows).)We)also)performed)reciprocal)crosses)to)those)
diagrammed)in)Figure)4.4,)A,)using)A96GAL4)males)such)that)only)female))
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FIGURE)4.4.)OverWexpression)of)Nopp140)Isoforms)in)Wing)Discs.)(A))
Genetic)cross)diagrams:)A96GAL4/A96GAL4h*+/+)females)were)crossed)to)
either)w6/w6h*UAS6GFP6Nopp1406True/”)or)w6/w6h*UAS6GFP6Nopp1406RGG/”)
malesh)all)progeny)from)these)crosses)express)either)GFPWNopp140)isoform)
selectively)in)wing)discs.)Parent)flies)have)a)wildZtype)wing)phenotype:)(B))
A96GAL4/A96GAL4*females,)A96GAL4/w6)males,)(C))w6/w6h*UAS6GFP6
Nopp1406True/”)and)(D))w6/w6h*UAS6GFP6Nopp1406RGG/”.)(E))Flies)that)overW
expressed)GFPWNopp140WTrue)in)larval)wing)discs)have)a)severe)wing)
phenotype)(fragile,)severely)curled,)blistered).)(F))Flies)that)overWexpressed)
GFPWNopp140WRGG)in)larval)wing)discs)have)a)mild)wing)phenotype)(smooth,)
mild)to)medium)curl).)
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progeny)would)overWexpress)either)Nopp140)isoform)and)the)male)progeny))
would)serve)as)sibling)controls)(Figure)4.5,)white)rows).))The)wing)phenotypes)of)
flies)overWexpressing)either)GFPWNopp140WTrue)or)GFPWNopp140WRGG)
remained)consistent,)displaying)either)a)severe)or)mild)wing)phenotype,)
respectively)(Figure)4.5).)
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FIGURE)4.5.)Progeny)Genotypes)and)Phenotypes)of)A96GAL4>Nopp1406
RNAi)Flies)and)Controls.)Crossing)A96GAL4)homozygous)females)to)UAS6
GFP6Nopp1406True)or)UAS6GFP6Nopp1406RGG)homozygous)males)will)
induce)all)progeny)to)overWexpress)either)GFPWNopp140)isoform)(grey)boxes).))
Progeny)from)this)cross)are)also)pictured)in)Figure)4.4.))The)reciprocal)
crosses)(white)boxes),)using)UAS6GFP6Nopp1406True)or)UAS6GFP6Nopp1406
RGG)homozygous)females)and)A96GAL4/w6)males)produces)male)progeny,)
which)always)display)wild)type)wings,)and)female)progeny,)which)overW
express)either)GFPWNopp140)isoform.)Results)are)consistent:)overWexpression)
of)GFPWNopp140WTrue)leads)to)a)severely)malformed,)fragile,)often)blistered)
wings)(“severe)phenotype”)h)overWexpression)of)GFPWNopp140WRGG)results)in)
smooth,)slight)to)mediumWcurled)wings)(“mild)phenotype”).)
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Interestingly,)the)results)described)above)agree)with)preliminary)
observations)gained)from)a)separate)experiment)involving)the)overWexpression)of)
each)Nopp140)isoform)using)the)same)UASWGAL4)system.)Here,)we)used)a)da6)
GAL4)driver,)that)allows)expression)of)each)isoform)organismWwide,)which)
induces)lethality)in)the)third)instar.))Since)loss)of)Nopp140)resulted)in)nucleolar)
stress,)decreased)2’WO6methylation)of)preWrRNA,)and)a)loss)of)protein)synthesis,)
we)wanted)to)evaluate)the)consequence)of)Nopp140)overexpression)on)
ribosome)biogenesis.))Total)RNA)was)isolated)from)whole)larval)lysates)and)RTW
PCR)was)performed)to)measure)rDNA)transcription.))The)external)transcribed)
spacer)(ETS))region)of)nascent)preWrRNAs)is)quickly)processed,)so)measuring)
relative)ETS)abundance)may)be)used)as)an)approximation)of)RNA)Polymerase)I)
(Pol)I))activity)(Figure)4.6,)A).))Larvae)overWexpressing)GFPWNopp140WRGG)
showed)no)change)in)preWrRNA)production)compared)to)controls)(compare)
Figure)4.6,)C)to)D).))On)the)other)hand,)larvae)overWexpressing)GFPWNopp140W
True)experienced)a)drastic)reduction)in)rRNA)synthesis)(Figure)4.6,)B).))Thus,)an)
imbalance)of)Nopp140)within)the)nucleolus,)specifically)by)producing)greater)
amounts)of)Nopp140WTrue,)hinders)Pol)I)activity)and)consequently)ribosome)
biogenesis.))An)intriguing)similarity)exists)between)the)results)reported)in)Figures)
4.4,)4.5,)and)4.6:)the)overWexpression)of)GFPWNopp140WTrue)induced)a)more)
extreme,)detrimental)phenotype)while)the)consequence)of)GFPWNopp140WRGG)
overexpression)is)less)evident.)
More)experiments)are)needed)in)order)to)properly)understand)the)
consequences)of)Nopp140)overWexpression.))First,)we)must)identify)the)reason))
170)!
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
why)the)adult)wing)structures)seen)in)Figure)4.4)are)malformed:)are)wing)disc)
cells)dying)(e.g.)apoptosis))or)are)the)diploid)progenitor)tissues)incapable)of)
forming)new)cells?)Second,)close)measurement)of)the)relative)expressions)of))
GFPWNopp140WTrue)and)GFPWNopp140WRGG)(both)mRNA)and)protein))will)be)
made,)for)both)organismWwide)and)wing)discWspecific)expression.)The)severe)
phenotype)induced)only)by)GFPWNopp140WTrue)may)be)because)the)expression)
of)this)isoform)is)much)stronger)than)that)of)GFPWNopp140WRGG.))However,)the)
FIGURE)4.6.)OverWexpression)of)Nopp140)isoforms)and)RNA)Pol)I)Activity.)
The)amount)of)ETS)correlates)to)RNA)Polymerase)I)activity.)(A))Diagram)of)
rDNA)locus,)with)ETS)region)denoted)with)orange)line.)(B))OverWexpression)of)
GFPWNopp140WTrue)caused)a)significant)reduction)in)preWrRNA)synthesis)
while)(C))overWexpression)of)GFPWNopp140WRGG)does)not)appear)to)affect)
RNA)Pol)I)activity)compared)to)(D))wild)type)controls.)Mock)reactions)
performed)without)RT)enzyme)(R.T.))are)used)as)negative)controls.)Two)
independent)RTWPCR)experiments)with)PCR)run)in)triplicate)have)been)
performed)thus)far.)
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fact)that)both)GFPWNopp140)isoforms)are)expressed)under)the)control)of)the)A96
GAL4)or)da6GAL4)drivers)at)27W28°)C)suggests)that)they)are)indeed)expressed)
at)comparable)levels)for)each)experiment.)Alternatively,)the)extreme)phenotypes)
(wing)formation)and)reduced)Pol)I)activity))only)induced)by)GFPWNopp140W)
True)may)suggest)that)Nopp140WTrue)is)indispensable)for)nucleolar)function)
while)Nopp140WRGG)is)less)essential.)
Still,)from)these)preliminary)results,)we)can)deduce)that)a)delicate)balance)
of)Nopp140WTrue)and)Nopp140WRGG)expression)must)be)achieved)in)order)to)
maintain)cell)homeostasis.)
4.5.Materials.and.Methods.
4.5.1)Fly)lines)
Lines)obtained)from)Bloomington)Stock)Center)at)Indiana)University:)w*h*
P{GAL46ey.H}468*/CyO,)abbreviated)here)as)ey6gal4/CyO,)which)strongly)
expresses)GAL4)in)the)eyeless)pattern)(stock)#5535))and)wing)discWspecific)
P{w[+m*]=GAL4}A9)on)the)X)chromosome)(stock)#8761,)referred)to)here)as)A96
GAL4).)A96GAL4)expresses)GAL4)strongly)in)larval)wing)and)haltere)discs)
(Haerry)et)al.)1998).)The)third)chromosome)daughterless6GAL4)(da6GAL4))driver)
line)(stock)#8461))allows)the)expression)of)GAL4)organismWwide.)We)used)the)
w1118)line)(stock)#3605))to)construct)our)RNAiWexpressing)transgenic)lines)(Cui)
and)DiMario)2007),)and)we)use)it)here)as)our)“wild)type”)control.))Additional)lines:)
Nopp1406/TM36GFP,)parental)control)for)Nopp1406/6)larvae)is)the)Piggybac)line)
P5CDh1f04633/TM6)containing)a)WH6)pBac)element,)obtained)from)the)Exelixis)
collection)at)Harvard)University)(described)in)Chapter)3).)Overexpression)of)
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Nopp140)isoforms)(Cui)and)DiMario)2007):)pUAST6GFP6Nopp1406RGG)(RGG6
HI*line))and)pUAST6GFP6Nopp1406True*(True6A9*line)h)both)lines)are)
homozygous)viable)and)fertile)with)the)transgenes)on)the)2nd)chromosome.)
4.5.2)RTWPCR)
Total)RNA)was)extracted)from)whole)larvae)with)TRIzol®)as)
recommended)by)the)manufacturer.))All)samples)were)treated)with)DNase)I)
(NEB).))RNA)concentration)was)measured)by)Nanodrop)(ThermoScientific))and)2)
µg)of)total)RNA)was)used)in)each)RT)reaction)using)MWMLV)reverse)
transcriptase)(Promega))with)an)oligoWdT)to)amplify)all)poly(A+))mRNAs)present)
in)the)sample.)To)ensure)against)any)genomic)DNA)contamination,)mock)RTW
PCR)experiments)were)performed)without)the)RT)enzyme.))After)the)RT)reaction,)
all)samples)were)treated)with)RNase)H)(NEB))and)RNase)cocktail)(Ambion,)
Cat.#AM2286).))One)µL)of)the)RNAWfree)RT)reaction)was)used)as)the)template)
for)each)PCR)reaction.)PCR)reactions)were)carried)out)using)Taq)Polymerase)
(NEB))with)ThermoPol)Buffer.)The)number)of)amplification)cycles)necessary)to)
produce)a)measurable)product)varied)between)genes:)Actin5C)(25)to)30)cycles),)
JNK*(26)to)30)cycles),)puc)(26)cycles),)atg1)and)atg18.2)(27)cycles),)and)atg8a*
(22)to)24)cycles).))atg1,*atg18.2,)and)atg8a)primer)sequences)were)used)from)
Wu)et)al.)(2009).)The)forward)(F))and)reverse)(R))primer)sets)were)as)follows:)
atg1*(F))5’WGAGTATTGCAATGGCGGCGACTW3’)and)(R))5’W
CAGGAATCGCGCAAACCCAAW3’,)with)an)expected)product)of)243)nt.)atg18.2*
(F))5’WCCGAAAATTCTGCCAAGGAAGCW3’)and)(R))5’W
AATCCGTCCTCGCACGCAATW3’,)with)an)expected)product)of)250)nt.)atg8a)(F))
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5’WGCAAATATCCAGACCGTGTGCCW3’)and)(R))5’W
AGCCCATGGTAGCCGATGTTW3’,)with)an)expected)product)of)210)nt.)JNK)(F))
5’WCACCATGACGACAGCTCAGCACCW3’)and)(R))5’W
CTACCGCGTTCTATTATTTGTATTGTGTGCTTCGW3’,)with)an)expected)product)
of)1,123)nt.)puc)(F))5’)GATTTCGCGGAGCGCCACCATTGC)3’))and)(R))5’)
TCAGTCCCTCGTCAAATTGCTAGCCACATGG)3’,)with)an)expected)product)of)
775)nt.)Actin5C)(F))5’WCTCACCTATAGAAGACGAAGAAGTTGCTGCTCTW3’)and)
(R))5’)CTAACTGTTGAATCCTCGTAGGACTTCTCCAACGW3’,)with)an)expected)
product)of)747)nt.)Note:)for)the)Actin5C)primers,)only)the)nucleotides)in)bold)
match)the)cDNA)sequence)of)Actin5C.)Between)3)and)5)independent)
experiments)were)performed)for)each)gene)(jnk,*puc,*act5C,*atg1,*atg18.2,*
atg8a),)with)all)PCR)reactions)run)in)triplicate.))Graphed)data)represent)average)
RTWPCR)products)of)geneWspecific)primers)relative)to)that)of)Actin5C,)which)was)
measured)separately)for)every)RT)reaction.)The)intensities)of)the)PCR)bands)
were)measured)with)ImageJ)softwareh)data)was)analyzed)and)graphs)were)
assembled)using)Microsoft)Excel.)
For)ETS)rRNA)measurements,)RTWPCR)experiments)were)performed)as)
described)above)with)minor)modifications:)third)instar)larvae)were)used)for)RNA)
preps.)One)µL)of)total)RNA)served)as)template)per)RT)reaction)using)the)
GoScript)RT)Kit)(Promega))and)the)ETSWreverse)primer.)PCR)reactions)were)
performed)in)triplicate)using)Taq)polymerase)(NEB),)ETS)For)(5’W
TGCCGACCTCGCATTGTTCGAAATW3’))and)ETS)Rev)(5’W
ACCGAGCGCACATGATAATTCTTCCW3’))primers.)Annealing)temperature:))
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54)°C.)Amplification:)26)cycles.)The)predicted)size)of)ETS)RTWPCR)product)is)
378)nt.)
4.5.3)Expression)of)Nopp140WRNAi)in)Eye)
For)expression)of)Nopp140WRNAi)in)the)eyeless)pattern,)parental)controls)
included)the)ey6gal4/CyO)line)and)the)P{w[+mC]=UAS6Nopp140.dsRNA}C4.2)fly)
line)that)expresses)short)hairpin)RNA)specific)for)the)common)5’)end)of)mRNAs)
that)encode)the)two)Nopp140)isoforms)as)described)previously,)abbreviated)here)
as)UAS6C4)(Cui)and)DiMario)2007).)The)UAS6C4)line)contains)two)RNAiW
expressing)transgenes:)one)on)the)second)chromosome)and)the)other)on)the)
third)chromosome)and)is)homozygous)and)fertile.)Crosses)were)performed)at)27W
28°)C)on)standard)fly)medium.)F1)progeny)were)selected)based)on)their)wing)
phenotype:)straightWwinged)progeny)were)considered)to)express)Nopp140WRNAi)
while)curlyWwinged)progeny)were)considered)sibling)controls.)Flies)were)imaged)
using)a)Lumar.V12)SteREO)(Zeiss))microscope)fitted)with)an)Axiocam)MRc5)
(Zeiss))camera.))To)measure)the)eye)size,)a)line)was)drawn)around)visible)
ommatidia)using)the)contour)(spline))function)on)the)ZEN)2)Pro)Software)Blue)
Edition,)Version)2.0.0.0)(Carl)Zeiss)Microscopy)GmbH).))Data)is)represented)as)
average)eye)size)per)genotype)(measured)in)µm2).)
4.5.4)OverWExpression)of)GFPWNopp140)Isoforms)in)Wing)Discs)
Flies)were)imaged)using)a)Lumar.V12)SteREO)(Zeiss))microscope)fitted)
with)an)Axiocam)MRc5)(Zeiss))camera)and)viewed)using)the)ZEN)2)Pro)Software)
Blue)Edition,)Version)2.0.0.0)(Carl)Zeiss)Microscopy)GmbH).)
.
.
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CHAPTER.5..CONCLUSIONS.AND.FUTURE.STUDIES.
Our)studies)have)focused)on)Nopp140,)a)nucleolar)and)Cajal)Body)protein)
that)serves)as)a)chaperone)for)snoRNP)complexes)responsible)for)the)
modification)of)preWrRNA.)We)have)developed)strategies)utilizing)protein)
knockdown)(RNAi)expression))and)gene)knockout)fly)lines.))These)approaches)
have)produced)phenotypes)that)we)can)use)to)elucidate)the)function)of)Nopp140.))
Nopp140)is)essential)for)manufacturing)functional)ribosomes.))Loss)of)Nopp140)
results)in)nucleolar)stress,)which)is)now)defined)as)a)disruption)of)ribosome)
biogenesis)and)function)that)leads)to)changes)in)cell)homeostasis.)
Prior)to)lethality)of)thirdWinstar)larvae)expressing)Nopp140WRNAi,)depletion)
of)Nopp140)results)in)a)loss)of)functional)cytoplasmic)ribosomes)(Figure)2.2).))
Three)sets)of)results)provide)evidence)to)support)this)claim)(Figure)2.2).)First,)a)
reduction)in)cytoplasmic)ribosomes)was)visualized)in)polyploid)and)diploid)cells)
by)electron)microscopy.))Second,)metabolic)labeling)experiments)revealed)that)
larvae)expressing)Nopp140WRNAi)had)significantly)less)protein)synthesis)
organismWwide.))Finally,)immunoblots)using)antibodies)directed)against)RpL32)
and)RpL23a)revealed)that)at)least)two)ribosomal)proteins)from)the)large)subunit)
are)underWrepresented)during)nucleolar)stress.)Importantly,)loss)of)Nopp140)
induced)p53Windependent)apoptosis)in)imaginal)wing)disc)cells)(Figures)2.4):)
expression)of)Nopp140WRNAi)in)a)Δp53/Δp53*background)failed)to)rescue)the)
phenotype)(diploid)cell)apoptosis)and)vestigialWlike)wing))observed)in)the)p53+/+)
background)(Figures)2.3)and)2.5).)Since)>50%)of)human)cancer)cell)types)lack)
functional)p53,)understanding)p53Windependent)cell)death)pathways)could)
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provide)clues)for)cancer)therapies)that)take)advantage)of)the)nucleolar)stress)
pathway.))Additional)phenotypes)of)Nopp140WRNAi)expressing)larvae)included)
autophagy)in)polyploid)midgut)cells)(Figure)2.6),)accumulation)of)phenoloxidase)
and)melanotic)masses)(Figure)2.7),)expression)of)proWapoptotic)Hid,)and)
activation)of)JNK)(Figure)2.8).))These)results)are)summarized)in)Figure)5.1.)
)
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Nopp140)expression)was)knocked)down)through)RNAi)only)in)the)
imaginal)wing)discs)of)larvae,)which)resulted)in)severely)malformed)adult)wings)
(Figure)2.3).)Accordingly,)selective)expression)of)Nopp140WRNAi)in)the)eye)
FIGURE)5.1.)Overall)Model:)Nucleolar)Stress)Responses)Induced)by)the)Loss)
of)Nopp140.)This)figure)combines)evidence)gained)from)studies)involving)
Nopp140Wdepletion)through)RNAi)expression)(Chapter)2))and)gene)deletion)
(Chapter)3).))Cell)stress)responses)are)tissueWspecific:)apoptosis)was)
observed)in)diploid)imaginal)disc)cells)and)autophagy)occurred)in)polyploid)gut)
cells.))We)propose)that)JNK)is)involved)in)this)p53Windependent)response)
pathwayh)currently,)the)exact)mechanism)to)activate)JNK)in)this)context)
remains)elusive.)!
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(UAS6C4.2/ey6GAL4h*UAS6C3/+))resulted)in)small,)severely)malformed)eyes)
compared)to)control)flies)(Figure)4.1).)These)results)are)complementary:)
Nopp140)is)necessary)for)the)proper)development)of)tissues)arising)from)diploid)
progenitor)discs.)
To)further)elucidate)the)function)of)Nopp140,)we)deleted)the)Nopp140)
gene)using)the)FLPWFRT)system)(Figure)3.1)and)Figure)3.2))and)developed)a)
strategy)to)select)Nopp1406/6)larvae,)using)GFP)as)a)marker)for)the)balancer)
chromosome*TM36GFP)(Figure)3.1).))Compared)to)knockdown)of)Nopp140)by)
RNAi)(described)in)Chapter)2))the)total)loss)of)Nopp140)lead)to)more)
pronounced)phenotypes,)including)death)in)the)second)instar)stage)(Figure)3.3),)
loss)of)2’WOWmethylation)of)certain)rRNA)bases)(Figures)3.4)and)3.5),)a)severe)
reduction)in)functional)cytoplasmic)ribosomes)(Figure)3.6)and)3.7),)and)the)
accumulation)of)electronWdense)cytoplasmic)granules)that)appear)to)be)
aggregates)of)nonWfunctional)ribosomes)(Figure)3.6).)
Our)hypothesis)is)that)if)Nopp140)is)not)present)to)properly)localize)the)
methylWtransferase)enzyme)fibrillarin)from)the)Cajal)Body)to)the)nucleolus,)proper)
modification)(2’WOWmethylation))of)the)rRNA)cannot)occur,)which)then)renders)de*
novo)ribosomes)dysfunctional.)Once)these)improperly)assembled,)and)thus)
inherently)unstable)ribosomes)are)exported)to)the)cytoplasm,)some)may)be)
degraded)and)others)may)aggregate)into)the)electron)dense)granules)seen)in)
Figure)3.6)(solid)red)arrow)in)Figure)5.1).))The)lack)of)de*novo)protein)synthesis)
and)the)loss)of)RpL32)measured)in)Nopp1406/6)larvae)could)be)explained)by)this)
hypothesis)(Figure)3.7).)
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RTWPCR)experiments)were)performed)to)expand)upon)the)results)
described)in)Chapter)2,)which)describe)JNK)activation)during)nucleolar)stress)
due)to)loss)of)Nopp140)(Figure)2.8).))JNK)is)likewise)active)in)Nopp1406/6)larvae.)
The)results)confirmed)that)JNK)is)regulated)though)phosphorylation,)as)
measured)by)the)overWexpression)of)puc,)rather)than)gene)activation)(Figure)4.2).)
The)RTWPCR)results)(Figure)4.3))suggest)there)is)at)least)a)transcriptionalW
activation)of)autophagy)(involving)the)atg1,*atg18.2,*and)atg8a*genes))in)
Nopp1406/6)larvae)compared)to)controls.))Since)there)was)no)autophagy)seen)at)
the)EM)level)during)our)initial)observations,)it)is)possible)that)the)full)autophagy)
pathway)(e.g.)presence)of)autophagosomes)and)autoWlysosomes))does)not)occur)
before)the)larvae)die)in)the)second)instar)stage.))It)is)also)possible)that)although)
the)cell)attempts)an)initiation)of)autophagy)at)the)gene)level,)there)is)not)a)
sufficient)amount)of)functional)ribosomes)to)allow)synthesis)of)autophagyWrelated)
proteins,)so)the)full)autophagy)program)cannot)be)achieved.)
Figure)5.1)is)a)summary)of)our)overall)hypothesis.)Upon)nucleolar)stress)
induced)by)the)loss)of)Nopp140,)diploid)imaginal)disc)cells)may)undergo)a)p53W
independent)apoptosis)and)polyploid)midgut)cells)undergo)autophagy,)perhaps)
dependent)on)the)activation)of)JNK.)Combined)experiments)(Figures)2.4,)2.8)and)
4.2))reveal)that)the)JNK>hid>caspase)pathway)is)active)in)Nopp140Wdepleted)
cells.))The)induction)of)autophagy)in)cells)undergoing)nucleolar)stress)due)to)loss)
of)Nopp140)may)involve)the)transcription)factor)dFOXO)and)participation)of)atg1,)
atg18.2)and)atg8a,)at)minimum)(Figures)2.6)and)4.3))(Juhász)et)al.)2007h)Chang)
and)Neufeld)2010).))The)4E6BP1)gene,)whose)protein)product)functions)as)a)
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translation)repressor,)is)a)known)target)of)dFOXO)activity)during)nutrient)stress)
(Jünger)et)al.)2003,)Puig)et)al.)2003).)Therefore,)active)JNK)in)cells)experiencing)
nucleolar)stress)may)activate)dFOXO,)resulting)in)upWregulation)of)4E6BP1.)This)
interaction,)if)it)occurs)could)contribute)to)the)observed)reduction)of)protein)
synthesis)in)cells)experiencing)nucleolar)stress)(red)line)between)‘fewer)
functional)ribosomes’)and)‘JNK’)in)Figure)5.1).))The)story)is)far)from)complete:)
we)have)yet)to)uncover)how)JNK)is)activated)during)times)of)nucleolar)stress)
(red)dotted)arrow)in)Figure)5.1).))Perhaps)there)are)other)consequences)of)
Nopp140)loss)and)nucleolar)stress)in)D.*melanogaster*that)we)have)yet)to)
identify.)
We)have)not)yet)tested)if)the)phenotypes)described)in)this)thesis)are)
unique)to)the)loss)of)Nopp140)or)if)they)are)a)common)response)to)nucleolar)
stress)in)D.*melanogaster)(though)we)are)inclined)to)offer)the)latter)hypothesis).))
Inducing)nucleolar)stress)in)some)other)way,)perhaps)through)knockdown)of)
other)essential)ribosome)assembly)factors,)or)application)of)drugs)that)selectively)
inhibit)RNA)Polymerase)I)such)as)CXW5461)(Drygin)et)al.,)2011,)Xcessbio)
Biosciences,)Inc.))would)address)this)question.)
In)future)efforts)to)address)the)hypothesis)that)the)aberrant)cytoplasmic)
granules)are)aggregates)of)nonfunctional)ribosomes,)we)plan)to)express)GFPW
tagged)ribosomal)proteins)with)their)endogenous)promoter)in)the)Nopp1406/6)
background)and)perform)immunoWEM)with)antibodies)against)the)GFP)protein.)
CRISPR)technology)to)delete)Nopp140)is)currently)under)way)in)our)lab.)We)
expect)to)see)the)same)phenotypes)with)the)CRISPRWmediated)knockout)as)we)
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do)with)the)FLPWFRT)knockout)lines.))The)use)of)CRISPRWmediated)Nopp140)
knockout)lines)will)eliminate)the)need)for)WH6/6)parental)control)larvae)from)the)
FLP/FRT)recombination,)which)will)simplify)our)data)analysis.)
A)closer)inspection)of)the)cells)expressing)Nopp140WRNAi)in)the)eyeless)
pattern)(ey6GAL4>UAS6C4))is)necessary.)At)this)time,)we)are)unsure)if)the)
tissues)expressing)Nopp140WRNAi)are)unable)to)form)cells)during)development,)
or)if)a)cell)death)program)such)as)apoptosis)occurs)subsequent)to)cell)formation.))
Our)observations)following)the)expression)of)Nopp140WRNAi)in)the)ey)pattern,)
which)includes)the)embryonic)ventral)nerve)cord)and)progenitor)mushroom)body)
cells,)leads)us)toward)a)new)aspect)of)studying)ribosome)biogenesis)in)stem)
cells)in)Drosophila.)Taking)a)cue)from)the)human)model)of)Treacher)Collins)
Syndrome,)in)which)neural)crest)cells)are)preferentially)susceptible)to)the)
organismWwide)loss)of)the)nucleolar)protein)treacle,)we)plan)to)disrupt)Nopp140)
function)in)the)developing)nervous)system)and)monitor)the)consequences,)
behavioral,)developmental)or)otherwise,)of)such)induced)nucleolar)stress.)
Experiments)are)underWway)in)our)lab)to)knockdown)Nopp140)function)in)
embryonic)neuroblasts)of)D.*melanogaster.)
We)are)very)interested)in)finding)the)missing)link)between)nucleolar)stress)
and)the)activation)of)JNK)(Figure)5.1).))As)a)step)toward)this)goal,)genetic)
crosses)are)being)performed)to)express)shRNAs)targeting)known)JNK)kinases)
(ASK1)and)TAK1))as)well)as)Nopp140.))Rescue)of)the)phenotype)induced)by)
Nopp140WRNAi)expression)in)the)ey)pattern)(small)and)malformed)eyes))with)the)
simultaneous)knockdown)of)any)of)these)potential)effectors)will)provide)a)clue)as)
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to)which)pathway)is)activated,)connecting)nucleolar)stress)and)JNK.))Additionally,)
to)identify)all)the)genes)that)are)either)upW)or)downWregulated)in)response)to)
nucleolar)stress,)RNAWseq)experiments)will)be)performed.))We)expect)RNAWseq)
data)to)confirm)our)previous)RTWPCR)results)as)well)as)identify)new)genes)
(including)those)within)the)JNK)pathway))responding)the)the)loss)of)nucleolar)
homeostasis.)
We)know)that)JNK)is)involved)in)the)nucleolar)stress)response)during)the)
loss)of)Nopp140,)but)yet)the)question)remains:)is)JNK)signaling)necessary)for)
this)response?)GAL4Wcontrolled)expression)of)UAS6BskDN*(gift)from)Dirk)
Bohmann)*would)reduce)JNK)activity,)as)it)encodes)a)mutant,)nonWactivatable)
form)of)JNK)(AdachiWYamada)1999).)Again,)expression)of)Nopp140WRNAi)in)the)
eye)or)wing)discs)induces)drastic)phenotypes)in)the)adult)fly.)If)JNK)activation)is)
required)for)the)response)to)nucleolar)stress)in)D.*melanogaster,)we)expect)that)
abrogating)JNK)activity)and)depleting)Nopp140)levels)concurrently)would)rescue)
these)phenotypes)(i.e.)adult)eye)or)wing)structures)would)be)more)similar)to)wildW
type)size)and)morphology).)
Lastly,)recent)experiments)involving)the)overWexpression)of)individual)
Nopp140)isoforms)have)brought)about)a)new)hypothesis:)equimolar)amounts)of)
Nopp140)isoforms)must)be)present)for)nucleolar)(cell))homeostasis.)Currently,)
we)are)attempting)to)complement)the)Nopp140*gene)knockout)by)expressing)
either)Nopp140)isoform)under)control)of)their)endogenous)promoter.))Expression)
of)GFPWNopp140WTrue)alone)in)the)Nopp1406/6)background)was)synthetic)lethal)
at)the)embryonic)stage,)which)we)believe)is)caused)by)an)imbalance)of)maternal)
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Nopp140WTrue)to)Nopp140WRGG)levels.)The)cross)to)express)GFPWNopp140W
RGG)in)the)Nopp1406/6)background)is)still)under)construction.))Additionally,)since)
we)have)already)assayed)the)phenotypes)induced)by)the)overWexpression)of)
either)Nopp140)isoform)selectively)in)the)wing)disc)cell)population,)we)plan)to)
determine)the)consequence)of)Nopp140)overWexpression)in)the)eyeless)pattern,)
which)includes)other)stem)cell)populations)(described)in)Chapter)4).))If)we)
observe)a)phenotype)reminiscent)of)that)seen)in)ey6GAL4>UAS6Nopp1406RNAi)
flies,)then)we)will)have)another)piece)of)the)puzzle)towards)an)ultimate)goal)of)
determining)the)function)of)each)Nopp140)isoform)in)D.*melanogaster)and)their)
unique)role(s))in)ribosome)biogenesis,)development,)and)survival)of)diploid)
progenitor)cell)populations.)
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